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Resumen 
La  presente  Tesis  se  centra  en  la  caracterización  y  evaluación  de  los  cuatro  genes 
candidatos BMPR1B, BMP15, GDF9 y MTNR1A en la raza ovina Rasa Aragonesa (RAA) para 
ser utilizados como marcadores moleculares en  la selección de reproductores dentro del 
esquema de mejora genética  llevado a cabo por  la cooperativa UPRA Oviaragón SCL. De 
estos,  los  tres  primeros  han  demostrado  tener  una  influencia  clara  sobre  el  carácter 
prolificidad en otras razas ovinas, mientras que MTNR1A se ha presentado como marcador 
interesante en la selección de caracteres relacionados con estacionalidad reproductiva. 
El resultado más destacable ha sido el aislamiento y caracterización de una nueva variante 
natural del  gen BMP15 en RAA, denominada  FecX  R, que produce un promedio de 0.32 
corderos más por parto en aquellas hembras portadoras del nuevo alelo en heterocigosis, 
mientras  que  las  hembras  portadoras  en  homocigosis  son  estériles  por  tener  órganos 
sexuales inmaduros. El estudio de asociación mediante genotipado selectivo evidenció una 
asociación  altamente  significativa  (P<0.001)  entre  la  presencia  del  alelo  FecX  R  en 
heterocigosis y valores genéticos estimados  (VGEs) de prolificidad elevados en un grupo 
selecto de hembras del programa, confirmando la importancia directa del gen BMP15 en la 
prolificidad de esta raza. Molecularmente, el alelo FecX R se caracteriza por la presencia de 
una deleción de 17 pares de bases en  la secuencia nucleotídica del segundo exón, en  la 
región de preproteína, que produce un cambio en la pauta de lectura e introduce un codón 
"STOP" prematuro, impidiendo así la síntesis completa de la preproteína. El particular modo 
de  herencia  ligado  al  sexo,  los  estudios  sobre  el  tipo  de  parto  y  freemartinismo  o  los 
estudios  sobre  frecuencias  génicas  y  genotípicas  llevados  a  cabo  en  la  población  han 
contribuido  a  valorar  el  estado  actual  de  la mutación  en  las  ganaderías  aportando  la 
información  necesaria  para  la  reestructuración  del  programa  de  cruzamientos  e  IA  de 
interés para la cooperativa. El resto de genes caracterizados (BMPR1B, GDF9 y MNTR1A) no 
tienen efecto sobre la prolificidad en RAA. 
Los marcadores silenciosos de tipo SNP 606 y 612 del gen MNTR1A que en algunas razas 
ganaderas  se  han  considerado  asociados  a  estacionalidad  reproductiva  también  están 
presentes  en  RAA.  La mutación  606,  resultó más  relevante  en  esta  raza  por  presentar 
asociación  con  ciclicidad  reproductiva  fuera  de  estación  en  un  diseño  familiar  hija, 
indicando que el SNP606 está en desequilibrio de ligamiento con una mutación responsable 
cercana al gen MTNR1A, ya que otras mutaciones localizadas tanto en su zona codificante 
como  en  su  promotor,  no  parecen  presentar  asociación  significativa  con  el  carácter 
estacionalidad. 
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Resum 
La  present  Tesi  es  centra  en  la  caracterització  y  avaluació  dels  cuatre  gens  candidats 
BMPR1B, BMP15, GDF9 i MTNR1A, a  la raça ovina Rasa Aragonesa (RAA) per ser utilitzats 
en selecció assistida per marcadors  (MAS) en el decurs del programa de millora genètica 
dut a  terme per  la cooperativa UPRA Oviaragón SCL. El  tres primers gens han demostrat 
tenir  influencia  sobre  el  caràcter  prolificitat  en  altres  races  ovines, mentres  que  l’últim 
sembla estar associat a estacionalitat reproductiva. 
El resultat més rellevant ha estat  la troballa d’una nova variant gènica natural en el gen 
BMP15, anomenada FecX R què, en heterozigosi, produeix un increment promig de 0.32 xais 
més  per  part.  Contràriament,  les  famelles  portadores  homozigótiques  són  estèrils  per 
infantilisme gonadal. L'estudi de  lligament per mitjà de genotipat  selectiu, evidencià una 
associació altament significativa (P<0.001) entre presència de l’al∙lel FecX R en heterozigosi i 
alts valors genètics estimats (VGEs) per al caràcter prolificitat en un grup selecte de femelles 
del programa, que a més pertanyien a  la cua alta de  la distribució de valors per a aquest 
caràcter. Molecularment, el nou al∙lel es caracteritza per  la presència d'una deleció de 17 
parells  de  bases  localitzada  a  la  regió  preproteïna  de  l'exó  2  del  gen  BMP15.  Aqueta 
produeix  un  canvi  en  la  pauta  de  lectura  i,  introdueix  posteriorment  un  codó  "stop" 
prematur  impedint  la  síntesi  completa  de  la  preproteïna.  Els  estudis  sobre  freqüències 
gèniques i genotípiques duts a terme a la població de RAA en selecció, han servit per veure 
l'estat actual de  la mutació en  les ramaderies  i per aportar  la  informació necessària en  la 
reestructuració del programa d'encreuaments i IAs. A més, els estudis sobre el tipus de part 
i l'efecte freemartin ofereixen noves dades per a la presa de decisions en la futura selecció 
per prolificitat deguda al al∙lel FecX R i la seva particular modèl d'herència lligat al sexe. La 
resta de gens caracteritzats no apareixen associats a prolificitat en RAA. 
Els  SNPs  silents  606  i  612  del  gen  MNTR1A  que  en  algunes  races  està  associat  a 
estacionalitat  reproductiva,  també  són presents en  la  raça RAA.  La mutació 606 és més 
rellevant que la 612 degut a que l’hem associat significativament a ciclicitat reproductiva a 
contra estació, en un diseny  familiar  filla,  indicant que el polimorfisme 606 es  troba en 
desequilibri  de  lligament  amb  una  altra mutació  propera  al  gen MNTR1A,  doncs  altres 
mutacions  detectades  tant  a  la  regió  codant  del  gen  com  a  al  seu  promotor  no  han 
presentat associació amb el caràcter ciclicitat fòra de l’estació reproductiva. 
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Summary 
This  Thesis  focuses  on  the  characterization  and  evaluation  of  four  candidate  genes 
(BMP15, GDF9, BMPR1B and MTNR1A) related to prolificacy and reproductive seasonality 
traits  in the Rasa Aragonesa (RAA) sheep breed. BMP15, GDF9 and BMPR1B have shown 
influence  on  prolificacy  in  other  breeds  while  MTNR1A  can  influence  reproductive 
seasonality. 
The most relevant result was the discovery of a new naturally occurring mutation in the 
BMP15 gene in the ovine Rasa Aragonesa breed. This mutation is a deletion of 17 base pairs 
that leads to an altered amino‐acid sequence which introduces a premature stop codon in 
the protein. Highly significant associations (p < 0.0001) were found between high and low 
estimated breeding values (EBVs) for prolificacy and the genotypes (XR/ X+) of the BMP15 
gene in RAA animals. As with other mutations found in BMP15 gene, this one is associated 
with  both  increased  prolificacy  and  sterility  in  heterozygous  and  homozygous  ewes, 
respectively.  Furthermore,  statistical  analysis  showed  that  the  FecXR  allele  increases 
prolificacy by 0.3243+0.0448 lambs per sheep per parturition. 
An  accurate,  reliable  and quick method was developed by duplex PCR  for  genetic  sex 
determination  and  freemartin  detection,  amplifying  the  ovine‐specific  Y  chromosome 
repetitive fragment and FecX alleles of BMP15 gene in replacement ewes. This is important 
as it will decrease the number of infertile ewes with non‐functioning ovaries sterilized in the 
womb by hormones from a male twin. 
New mutations  discovered  in  the GDF9,  BMPR1B  and MTNR1A  genes  have  not  been 
shown  to  influence prolificacy  in  the RAA as  they do  in other  sheep breeds. However, a 
significant  effect  was  found  between  SNP606  of  the  MTNR1A  gene  and  spontaneous 
ovulation out of the reproductive season. The T allele was associated with cyclicity in Rasa 
Aragonesa sheep while  in other breeds, this was the C allele. This finding, along with the 
fact  that  this  polymorphism  does  not  result  in  an  amino‐acid  substitution,  suggest  that 
SNP606 may  act  in  linkage  equilibrium with  a mutation  in  other  genes  responsible  for 
breeding  out  of  season.  In  this  sense,  new  polymorphims  in  the  promotor  and  coding 
region of the gene MTNR1A did not show any association for breeding out of season in the 
RAA breed. 
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Abreviaturas 
 
APS  Persulfato amónico 
EHW Equilibrio de Hardy-Weinberg 
EtBr Bromuro de Etidio 
FGA Acetato de fluorogestona 
FSH Hormona foliculoestimulante 
GL Grados de libertad 
GnRH Hormona hipotalámica liberadora de gonadotropinas 
GPCR Receptores acoplados o asociados a proteínas G 
hCG Gonadotropina coriónica 
IA Inseminación artificial 
LH Hormona luteinizante 
MAS Selección asisistida por marcadores 
MOET Transferencia de Embriones de ovulación múltiple 
PCR Polymerase Chain Reaction 
PMSG Gonadotropina sérica de yegua preñada 
RAA Rasa aragonesa (raza ovina) 
RFLP Restriction fragment length polymorphism 
SNP Single nucleotide polymorphism 
SSCP Single strand conformation polymorphism 
TEMED Tetra-metil-entilen-diamina o TMEDA (CH3)2NCH2CH2N(CH3)2 
TO Tasa de ovulación 
Tris Buffer de hidroximetil-aminometano 
Triton X-100 Tensiactivo no iónico C14H22O(C2H4O)n 
UTH Unidad de Trabajo Hombre 
V Voltio o volt 
VFs Valores fenotípicos (de prolifidad) 
VGEs Valores genéticos estimados (de prolificidad) 
VGEm Valor genético estimado medio (de prolificidad) 
 
 

 XXI 
Definiciones 
 
TO 
La Tasa de Ovulación se refiere al número de óvulos liberados por el ovario en un 
período estral dado y se determina sobre la base del número de cuerpos lúteos 
en un determinado ciclo estral. Se aceptan tasas de ovulación que van de 1.03 – 
1.63; el porcentaje de óvulos producidos parece ser más alto en el ovario derecho 
que en el izquierdo.  
Prolificidad 
Es el número de crías nacidas por oveja al parto y varía en función de las 
condiciones ambientales y particularmente del genotipo. Estimaciones de la 
prolificidad es expresado como tasa de ovulación, y viceversa.  
GPCR 
Por sus siglas en inglés G protein-coupled receptors, comprenden una numerosa 
familia de proteínas que son receptores transmembrana que se unen a moléculas 
en el exterior de la célula y al hacerlo activan dentro de la célula la transducción 
de señales que, últimamente, llevará a respuestas celulares. 
MOET 
Por sus siglas en inglés Multiple ovulation and Embryo Transfer, es la técnica de 
transferencia de embriones (ET) obtenidos de hembras previamente 
superovuladas u ovulación múltiple (MO). A partir del método MOET a la hembra 
donante se le realiza un protocolo de superovulación, generalmente con PMSG 
que potencia el efecto de la FSH y LH en el ovario. El día de la sincronización de la 
hembra donadora se realiza la sincronización de las hembras receptoras para 
transferir después del celo los embriones (mórulas ó blastoscitos). La obtención 
se realiza mediante lavado, de los cuáles se deben escoger las más viables, que 
por lo menos tengan más de dos células en división. 
VGEs 
Valores Genéticos Estimados o estimas de valores genéticos. También se 
simboliza como EBVs que por sus siglas en inglés se traduce como Estimated 
Breeding Values (EBVs). Es una estimación del valor de un individuo para un 
carácter determinado basado en la aptitud del propio animal y/o de los familiares 
cercanos para el carácter evaluado, en este caso para el carácter Prolificidad. Es 
valor un sistemático producto de la combinación de la información de 
rendimientos disponibles en hermanos/as, progenitores y descendientes. 
RFLP 
Polimorfismos por longitud entre fragmentos de restricción es una técnica que 
explota las variaciones de las secuencias homólogas de ADN (de cromátidas 
distintas) mediante el corte enzimático producido por las diversas dianas 
restricción y que originan fragmentos de distinta longitud. Estos son separados en 
función de su tamaño mediante electroforesis en gel originando perfiles 
comparables entre las distintas muestras. 
UTH 
Unidad de trabajo hombre (UTH) o su sinónimo Unidad de trabajo agrario (UTA) se 
define como el trabajo efectuado por una persona dedicada a tiempo completo 
durante un año a la actividad agraria (artículo 2.10 de la Ley 19/1995). 
MAS 
Es un proceso mediante el cual un marcador (morfológicos, bioquímico o basado 
en variación de ADN/ARN) se utiliza para la selección indirecta de un 
determinante genético o los factores determinantes de un rasgo de interés (es 
decir, la productividad, las enfermedades resistencia, tolerancia al estrés abiótico 
y/o calidad) 
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La comunidad Autónoma de Aragón tiene un elevado potencial ganadero con un sector 
que supone el 65% de la producción final agraria de la comunidad, siendo actualmente la 
tercera productora nacional de ovino y quinta con mayor número de cabezas. El sector de 
ovino  de  carne  constituye  una  actividad  vital  para  la  economía  agraria  y  para  el 
mantenimiento de su población rural. Además de su importancia económica, su crianza ha 
contribuido  desde  antaño  al  sostenimiento  de  una  estructura  social  en  el medio  rural 
contribuyendo a  la  renta de  las personas que viven en zonas en  las que  los  recursos del 
territorio son escasos, pues su censo se encuentra equitativamente  representado en sus 
tres comunidades con un número de cabezas superior a los 2 millones (MARM, 2009). Esto 
supone un 10.6% del censo  total ovino en España valor que  se mantiene prácticamente 
constante desde 1998, habiendo disminuido tan sólo 1 punto porcentual respecto a 2007 y 
2008  a  pesar  de  la  crisis  que  atraviesa  el  sector.  En  estas  tierras,  la  raza mayormente 
representada  es  la  Rasa  Aragonesa  (RAA),  cuyo  censo  es  superior  a  los  2 millones  de 
cabezas, situándose como la 2º raza en importancia en España detrás del Merino, y siendo 
conocida como productora de "Ternasco de Aragón", primera carne fresca de calidad con 
Denominación  Específica  aprobada oficialmente en  España  y  reconocida posteriormente 
por la UE como Indicación Geográfica Protegida (IGP) en 1996 (Maza et al., 2008). 
La raza Rasa Aragonesa tiene unas características reproductivas y de movilización de grasa 
que  la hacen  flexible para ser explotada en distintos ambientes más o menos  favorables 
desde el punto de vista climático y de recursos alimenticios, por lo que puede ser sometida 
a  distintos  grados  de  intensificación  con  buenos  resultados  (Folch  et  al.,  2000). A  nivel 
reproductivo su estacionalidad, al igual que otras razas mediterráneas, tiene un periodo de 
anestro más corto que las razas del Norte de Europa. Además, es destacable que entre el 20 
y  el  70%  de  las  ovejas  están  cíclicas  todo  el  año  (Folch  y  Alabart,  2000).  El  carácter 
prolificidad o  la prolificidad, entendido como número de corderos nacidos por parto, era 
relativamente pequeña en  los años 60, con un porcentaje de nacimientos gemelares de 
entre el 10‐20%  consecuencia de una  selección  contra partos dobles practicada durante 
siglos. En la actualidad, promovidos por sistemas de mayor intensificación, existe un mayor 
interés por este tipo de parto, alcanzando valores de hasta un 60% en rebaños altamente 
seleccionados  (Sierra,  2002).  Las  características  reproductivas  de  la  raza  y  los  aspectos 
técnicos y económicos de  las explotaciones ovinas de RAA están  resumidas en  la  revista 
Ovis  (Jurado,  2000),  en  diversas monografías  como  «Producción  de  ovino  de  carne  en 
medio  semiárido»  (Alabart  et  al.,  2007)  o  en  tratados  como  «Ovinotecnia»  (Sañudo  y 
Cepero, 2009). 
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Los  datos  económicos  obtenidos  de  las  explotaciones  de  ovino  controladas  por  la 
cooperativa UPRA Oviaragón  SCL en  la  comunidad aragonesa demuestran que  cualquier 
modelo actual de explotación puede  ser  rentable  siempre y cuando estén apoyados por 
controles técnicos y canales de comercialización adecuados, que ayuden a los ganaderos a 
la  toma  de  decisiones  (Pardos  y  Oliván,  2007).  Aunque  existen  diversos  factores  que 
influyen  en  la  rentabilidad  de  las  distintas  explotaciones  ovinas  de  carne  dentro  de  las 
ganaderías controladas por la cooperativa UPRA Oviaragón SCL, los tres criterios principales 
que hacen posible su viabilidad, según Pardos et al. (2007a) son: 
1. Incrementar el número de ovejas por Unidad de Trabajo Hombre (UTH) aumentando el 
censo  en  aquellas  explotaciones  donde  sea  factible,  en  función  de  la  intensificación 
reproductiva y de las disponibilidades de recursos alimenticios e instalaciones. 
2. Incrementar el número de corderos vendidos por oveja mejorando sus índices técnicos, 
especialmente la prolificidad y la producción de corderos contra estación reproductiva. 
3.  Optimizar  los  costes  de  alimentación  dándole  un  valor  económico  correcto  a  los 
autoconsumos, y complementando a  los animales cuando verdaderamente sea necesario 
durante los periodos productivos. 
Optimizar  cualquiera  de  estos  factores  conlleva  inmediatamente  un  incremento  del 
margen de ganancia bruto de las explotaciones, bien por la disminución de los costes o por 
el aumento de los ingresos. En este sentido, como se indicó en el punto 2, los ingresos se 
pueden incrementar mediante la mejora de los índices de prolificidad de los rebaños y de la 
estacionalidad reproductiva. 
Así, en un estudio realizado con datos de gestión técnico‐económicos recogidos durante 
12 años en explotaciones de RAA, se ha comprobado que los ingresos totales por oveja son 
significativamente  superiores  en  aquellas  ganaderías  con  una mayor  prolificidad media, 
debido a  los  ingresos procedentes de  la venta directa de corderos  (Pardos et al., 2007b; 
resumido en Tabla 1.1). 
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Tabla 1.1. Resultados económicos de las diferentes explotaciones de la cooperativa UPRA Oviaragón 
SCL presentadas como Grupos o categorías productivas en función de su prolificidad media. 
Ingresos, costes y margen bruto están expresados en € por oveja. 
Prolificidad media explotación <1.2 1.2-1.3 1.3-1.4 1.4-1.5 >1.5 P 
Núm. explotaciones analizadas 283 304 313 172 76  
Ingresos  
Corderos 60.36e 67.85d 76.35c 84.71b 95.04a ** 
Subvenciones 34.68 32.93 33.05 34.31 35.51 ns 
Ingresos Totales 99.21e 107.07d 114.71c 124.81b 138.71a ** 
Costes  
Alimentación Total 37.47d 42.37c 44.51c 49.91b 53.25a ** 
Sanitarios+Reprod. 2.61 d 3.14 c 3.29 c 3.82 b 4.52 a ** 
SS Agraria 4.32 a 3.74 b 3.75 b 3.99 ab 4.28 a * 
MO asalariada 2.09 c 3.59 bc 4.05 b 3.72 bc 6.39 a ** 
Interés préstamos 0.87 1.16 1.11 1.10 0.78 ns 
Costes generales 4.15 c 5.22 b 5.23 b 5.23 b 6.26 a ** 
MO propia 33.77a 27.95 b 27.21 b 29.01 b 30.03 b ** 
Costes Totales 87.80c 90.61 c 91.47 c 99.62 b 108.30a ** 
Margen Bruto con Subvenciones 11.41c 16.46 c 23.24 b 25.19ab 30.41 a ** 
Costes x 
Cordero 
Nacido 73.17a 66.63 b 59.78 c 59.30 c 56.70 c ** 
Vendido 92.42a 86.30 b 78.18 c 76.63 c 73.18 c ** 
MO: mano de obra; P: significación; * P<0.01; ** P<0.001; ns: no significativo 
Aunque  la mayor  intensificación productiva hace que  los  grupos de mayor prolificidad 
tengan unos costes sanitarios, reproductivos, alimentarios y de mano de obra superiores a 
las explotaciones menos intensificadas el margen bruto es mayor en las explotaciones más 
intensificadas y de mayor prolificidad (Fantova et al., 2006). La relación entre prolificidad y 
rentabilidad es  lógica, pues  la diferencia en  los costes de alimentación cuando una oveja 
amamanta 1 o 2 corderos es muy pequeña. Otro estudio  llevado a cabo por Pardos et al. 
(2007), muestra que un aumento de  la prolificidad en un 1%, produce un  incremento del 
margen bruto de 4.4 € por oveja con y sin mano de obra familiar. 
Esta mejora de la prolificidad en ovino puede realizarse mediante cruces y retrocruces con 
razas  prolíficas,  como  Romanov  o  Lacaune.  Sin  embargo,  esta  práctica  no  es  apta  para 
ganaderos  inscritos  en  el  registro  de  la  IGP  Ternasco  de  Aragón,  cuyo  requisito  es  la 
comercialización de animales procedentes de  las razas puras Rasa Aragonesa, Ojinegra de 
Teruel y Roya Bilbilitana  (Anexo  I B, del pliego de Condiciones del BOA núm. 48, 5422; y 
modificada por BOA núm. 58, 7855). 
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Con  el  objetivo  de  incrementar  de manera  natural  la  prolificidad  de  la  raza  RAA,  la 
cooperativa  UPRA  Oviaragón  SCL  mantiene  desde  1994  un  programa  de  mejora,  en 
colaboración con el CITA del Gobierno de Aragón, el Departamento de Mejora Genética 
animal del INIA, y el Centro de Inseminación Artificial ATPSYRA del Centro de Transferencia 
agroalimentaria (CTA) del Gobierno de Aragón. 
El objetivo del programa de selección es pasar de 1.3 a 1.5 corderos por parto en 10 años. 
Dicho programa (Tabla 1.2; datos 2006) está constituido por un núcleo de selección que ha 
ido variando con los años pero que se sitúa entorno a unas 200 ganaderías con un total de 
130‐150 mil  ovejas  integrado  por  rebaños  cuyos  propietarios  tienen  el  compromiso  de 
tomar información de los partos de todas sus ovejas y criar y mantener hijas de machos de 
IA.  La  Unión  de  Productores  de  RAA  (UPRA)  de  la  cooperativa  Oviaragón  SCL,  en 
colaboración  con  diversas  entidades,  viene  desarrollando  desde  1994  un  esquema  de 
selección cuyo objetivo es el incremento de la productividad numérica.  
El criterio de selección utilizado es la prolificidad de las ovejas por parto, y el modelo para 
la valoración genética es el modelo animal con medidas repetidas que  incluye  los efectos 
rebaño‐año‐estación de parto, número de parto, intervalo entre partos, modo de cubrición, 
valor genético y el efecto permanente. El programa utiliza  la metodología BLUP modelo 
animal (Jurado y Espinosa, 1996). 
Tabla 1.2. Datos del programa de selección genética por prolificidad de Carnes Oviaragón SCL. 14º 
Catálogo de reproductores (Jurado, 2006). 
N. rebaños activos  142  N. ovejas vivas  115824  Fertilidad media IA (%) 56.2  
N. rebaños núcleo 69  N. ovejas con VG  176023  N. med. sement. IA/reb.  19.28  
N. ovejas núcleo  108805  N. sementales con VG  107  N. med. Hij. IA/reb.  64.17  
N. rebaños base 1363  N. ovejas padre conoc.  4992  N. med. Hij. IA/reb y sem.  3.15  
N. ovejas base  584.375  N. med. de partos/oveja  3.65  Prolificidad med. total  1,338  
El  resto  de  los  rebaños,  hasta  cerca  de  1500,  constituyen  la  base  de  producción  de 
Ternasco  de Aragón  y  su mejora  se basa  en  la  adquisición  de  animales de  rebaños del 
núcleo.  Los  rebaños  del  núcleo  de  selección  están  conectados  por  IA  de  machos  de 
referencia ubicados en el ATPSYRA que además son los trasmisores de la mejora genética 
(Fantova et al., 1998). De esta manera el programa de mejora genética por prolificidad ha 
sido capaz de detectar animales con  fenotipos más prolíficos que se han  ido publicando 
periódicamente en forma de catálogo de reproductores. 
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El estudio detallado en la población de la evolución de los valores genéticos de prolificidad 
llevados a cabo en el 14º catálogo de reproductores de Carnes Oviaragón  (Jurado, 2006) 
reveló una excesiva respuesta a la selección en un carácter tan poco heredable (h2 =0.049) 
como es  la prolificidad  (Espinosa y  Jurado, 1998). En  concreto, en  la evaluación del año 
1999  aparece  un  incremento  bastante marcado  del  valor  genético medio  o  promedio 
(VGEm) de  los  sementales pertenecientes al esquema de mejora genética  (Figura 1.1) al 
empezarse  a  utilizar  sementales  por mérito  del  valor  genético.  Ese  año  entraron  como 
sementales  para  IA  dos  nuevos machos  (el  4455  y  619),  que  posteriormente  siguieron 
mantenido VGE excelentes para el carácter prolificidad con su correspondiente aumento 
del valor predictivo. Tres años más tarde, a partir de 2003, se produce un nuevo incremento 
muy  marcado  del  VGEm  de  los  sementales  utilizados  como  padres  de  futuras  ovejas 
reproductoras al utilizarse los hijos de los machos que entraron en programa de IA en 1999. 
De evolución similar es la media genética de las ovejas con padre conocido. Hasta 1998 las 
madres utilizadas en  IA presentaban VGEm próximos a cero porque  las madres utilizadas 
eran  fenotípicamente  prolíficas  aunque  no  necesariamente  tenían  VGE  elevados  de 
prolificidad. A partir de 1999 el VGEm en este grupo aumenta, indicando que aparte de ser 
fenotípicamente prolíficas tenían altos VGE de prolificidad. El repunte del 2003 se debió a 
que muchas  de  las  hembras  utilizadas  eran  hijas  de  los  sementales  valorados  en  1999, 
además de aumentar la proporción de hijas de los machos 4455 y 619. 
Figura 1.1. Evolución anual del valor genético medio de las ovejas productoras con padre conocido, 
y de todas las madres y padres utilizados en rebaños conectados por IA. 
 
Va
lo
r G
en
ét
ic
o 
M
ed
io
 (x
10
0)
 
Introducción 
8 
Además, el estudio detallado de la distribución de partos atípicos (dobles y triples) de las 
hijas de  ciertos machos que habían  sido  seleccionados  como  reproductores,  junto a  sus 
elevados  VGE  para  prolificidad  y  valores  fenotípicos  (VFs),  respecto  la  media  de  la 
población, indujeron a pensar en la posible existencia de un factor genético de gran efecto 
que pudiera estar segregando en estas familias (Jurado y Calvo, 2007). 
Por su importancia, a continuación se citarán dos de las observaciones más relevantes de 
dicho  estudio  realizadas  sobre del  catálogo de  reproductores  (ver  Tabla  1.3).  En primer 
lugar,  se  detectaron  VGEs  y  VFs  de  prolificidad  de  2  sementales  (Id.  4455  y  619) muy 
superiores al de otros sementales mejorantes  (con VGE>0) que a su vez presentaban un 
porcentaje elevado de nietos nacidos de parto doble y triple y muy superior a la media de la 
población. En segundo lugar, VGEs muy dispares entre sementales hermanos que a la vez 
eran  hijos  de  una  misma  madre  con  excelente  VGE,  cuando  lo  esperable  es  que 
cuantitativamente  todos  los  hijos  de  padres  con  VGE  elevados  fuesen  a  su  vez  buenos 
progenitores, y viceversa. 
Tabla 1.3. Sementales, y sus hijos e hijas con información genética y fenotípica para prolificidad. Los 
animales 54455 y 4456 son hermanos del mismo parto. 
Id. Semental VGE VGEm Pm Nh NCh NPh Ph Sh Dh Th 
4455 +0.53 40.5 3.66 334 1465 869 1.686 41.4 48.9 9.3 
619 +0.38 24.5 2.11 101 526 320 1.644 47.1 43.1 8.1 
4456 -0.53 40.5 3.66 208 828 614 1.349 67.1 31.1 1.6 
4455 (2 hijos) +0.81 1.2 --- 85 300 227 1.319 69.2 29.5 1.2 
4456 (2 hijos) -0.05 5.6 --- 109 214 171 1.215 79.3 20.1 9.4 
Población --- --- --- 1.7x105 --- --- 1.338 67.9 30.4 1.5 
VGE: Valor genético del semental; VGEm: Valor genético de su madre; P: Prolificidad; m: información referente a su madre; 
h: información referente a sus hijas; Nh.- Número de hijas; NC.- Número de corderos; NP.- Número de partos; Ph- 
Prolificidad de las hijas; Sh.- Partos simples; Dh.- Partos dobles; Th.- Partos triples;  
 
Posteriormente,  para  validar  estadísticamente  las  observaciones  anteriores,  realizadas 
sobre el estudio del 14º catálogo de reproductores, se llevó a cabo un análisis de la varianza 
utilizando el siguiente modelo de efectos fijos: 
 PROMED123 ijk = μ + REBAÑO i + PADRE j + b LP1-3 k + e ijk      
 
 
                                                                                                                                                                     Introducción 
9 
Donde: 
PROMED123 ijk variable dependiente    
µ      media del valor de prolificidad             
REBAÑO i    efecto rebaño            
PADRE j    efecto padre              
bLP 1‐3k     lapso entre el primer y tercer parto      
e ijk      error   
El análisis de varianza mostró una elevada significación para  los tres efectos siguientes: 
padre,  rebaño, e  intervalo entre el primer y  tercer parto  (Tabla 1.4a), no encontrándose 
otros  efectos  significativos.  Igualmente,  se  realizó  un  análisis  de  contrastes  ortogonales 
entre cada uno de los padres con prolificidad (de las hijas) mayor o igual a 1.5 contra todo el 
resto de padres. De  los 15 sementales con valores genéticos positivos, se detectaron tres 
machos  altamente  significativos  (P<0.001)  y por  lo  tanto muy diferentes del  resto de  la 
población en cuanto a prolificidad (Tabla 1.4b).  
Estos machos  tenían  a  su  vez,  un  valor  fenotípico  de  la  prolificidad  de  0.5  corderos 
superior  a  la media  de  la  población.  También  se  realizó  un  contraste  similar  pero más 
restrictivo, comparando los machos con prolificidad mayor de 1.5 contra el resto de padres 
con valores de prolificidad igual o superior a 1.35. Los tres mismos sementales presentaron 
diferencias significativas con el resto de machos (Tabla 1.4c). 
Tabla 1.4.a) Análisis de varianza de la prolificidad de las hijas (contando la media de los tres 
primeros partos) según padre, rebaño y lapso entre el primer y tercer parto.  
Fuente de Variación GL SC CM Fc Pr > F 
           Modelo (entre grupos) 124 48.96 0.39 4.18 0.0001 
           Error     (dentro de grupos) 1593 150.54 0.09   
           Total 1717 199.50    
Fuente de Variación entre grupos GL E tipo III CM Fc Pr > F 
          Rebaño 55 15.54 0.2826 2.99 0.0001 
          Padre 68 25.84 0.3800 4.02 0.0001 
          Lapso 1 0.86 0.8562 9.06 0.0027 
  .................................................................................................................................   
R2 CV E CM Promedio 
0.2454 23.30 0.3074 1.319 
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Tabla 1.4.b) Contraste A: realizado entre los padres con prolificidad ≥ 1.5, y el resto de padres.  
Contraste A GL Contraste SS MC Fc Pr > F 
Macho 0619 1 2.54 2.54 26.93 0.0001 
Macho 4455 1 14.17 14.17 150.02 0.0001 
Macho 0382 1 0.83 0.83 8.76 0.0031 
 
Tabla 1.4.c) Contraste B: realizado entre los padres con prolificidad ≥ 1.5 y el resto de padres con 
prolificidad media de las hijas ≥ 1.35. 
Contraste B GL Contraste SS MC Fc Pr > F 
Macho 0619 1 1.12 1.12 11.83 0.0006 
Macho 4455 1 9.29 9.29 98.27 0.0001 
Macho 0382 1 0.39 0.39 4.16 0.0416 
GL: grados de libertad;  SM: Suma de cuadrados;  CM: Cuadrados medios;  CV: coeficiente de variación;  R2: R cuadrado;    
E: Error; F: valor de la distribución Fischer; Fc: valor Fischer calculado;  
 
Por último,  y mediante  test no paramétricos  (Test de Wilcoxon  2‐Sample  y  el  test de 
Kruskal‐Wallis)  los  mismos  tres  machos  resultaron  significativamente  asociados  a  una 
prolificidad muy diferente de la media de la población. 
La  aparición  repentina  de  machos  mejorantes  de  la  raza  con  valores  genéticos 
excepcionales para el carácter prolificidad (VGE ≥ +0.10), junto a los resultados del estudio 
pormenorizado de  las distribuciones genéticas  (Figura 1.2) y  fenotípica de  las hijas de  los 
machos de IA obtenidas a partir del control de producciones, fueron los indicadores de que 
podía existir un gen mayor o un QTL de gran efecto sobre el carácter prolificidad.  
El estudio de  la distribución del valor genético de  la prolificidad en  las hijas de  los  tres 
primeros machos mejorantes del  catálogo  (Figuras 1.2.a, 1.2.b  y 1.2.c)  reveló que  todas 
ellas presentaban elevados valores genéticos muy superiores al de la media de la población 
con VGE=0 (Figuras 1.2.d y 1.2.c) y muy distinto a la distribución de las hijas de machos con 
valores genéticos bajos (Figura 1.2.e). 
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Figura 1.2. Distribución de las estimas de valores genéticos estimados (VGE) para prolificidad de 
tres machos posibles portadores de un «Gen mayor» (a, b y c) y dos machos no portadores (d y e), del 
16º Catálogo de Reproductores del Programa de Mejora Genética. Entre paréntesis “( )” número de 
hijas. 
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Este tipo de segregación aparentemente atípico concordaba con un modelo de herencia 
ligado al sexo, concretamente al cromosoma X que había sido descrito con anterioridad en 
otras razas europeas como Romney, Belclare, Cambridge o Lacaune y cuyo agente causal 
fue atribuido posteriormente al gen Bone Morphogenetic Protein 15  (BMP15). Dicho gen 
presentaba en estas razas mutaciones de tipo SNP segregando en sus poblaciones de forma 
natural, que ocasionaban en las ovejas portadoras un aumento de la prolificidad numérica 
en heterocigosis o esterilidad funcional en homocigosis. Se demostró que el aumento de la 
prolificidad  venía  dado  por  un  incremento  en  la  tasa  de  ovulación  (TO)  es  decir,  en  el 
número de oocitos producidos en cada ciclo sexual (Galloway et al., 2000; Hanrahan et al., 
2004; Bodin et al., 2007). 
Como  se  comentó  anteriormente,  otra  manera  de  aumentar  la  rentabilidad  de  las 
explotaciones de carne es incrementando el número de corderos vendidos por oveja. Una 
de  las  vía  de  conseguir  este  objetivo  crucial  para  del  sector  productivo  en  nuestras 
condiciones  de  cría  es  abastecer  los mercados de  forma  regular  a  lo  largo del  año  con 
producto  fresco  de  calidad,  que  es  en  la  actualidad  la  forma  de  comercialización 
mayoritaria. En este sentido,  la cría de corderos Raso Aragonés en condiciones naturales 
finaliza en  los meses de primavera‐verano  cuando alcanza entre 19‐23Kg. de peso  vivo, 
tamaño que se  logra tras un periodo de 5 meses de gestación más otros 3 por destete y 
cebo.  Posteriormente,  es  distribuido  en  forma  de  canales  refrigeradas  con  pesos  que 
rondan los 12‐14kg y vendido bajo el etiquetado IGP "Ternasco de Aragón". Consecuencia 
directa de  su estacionalidad  reproductiva,  sistemas de explotación  y  comercialización  se 
produce una mayor oferta y venta del producto de Marzo a Septiembre estableciéndose un 
precio  de mercado  relativamente  bajo,  que  se  acentúa  por  la  entrada  de  "cordero  de 
campo" producido en el sur de España (1). 
(1) Boletín Informativo Agosto 2010, editado por Carnes Oviaragón SCL perteneciente a Pastores Grupo Cooperativo. 
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Del mismo modo,  el  descenso  de  las  ventas  de  Julio  a  Febrero  es  promovido  por  la 
disminución de la oferta que eleva los precios (Figura 1.3a y 1.3b). Sin embargo, existen dos 
meses  atípicos  y  críticos  del mercado  (Diciembre  y  Agosto)  donde  converge  exceso  de 
demanda y baja oferta que conllevan a  importar necesariamente cordero de  fuera de  la 
región. Diciembre, con alta demanda por navidades y Agosto por el clásico turismo estival. 
La escasez de producto en estas fechas coincide meses atrás con el periodo de inicio y final 
de anestro estacional (Figura 1.3.c). 
Figura 1.3.a) Distribución mensual de las ventas de la cooperativa UPRA-Oviaragón SCL. Medias 
obtenidas entre 1993 y 1998 (*). b) Evolución del precio del cordero en 2005 (**). c) Evolución de 
la ciclicidad en ovejas RAA (***). 
(*) Monografías de actualidad OVIS. Aula veterinaria; nº68, mayo 2000, Pág. 61; (**) Datos facilitados por la UPRA-
Oviaragón; (***) Extraído de Folch y Alabart (2000). 
 
La  figura  1.3.c muestra  la  evolución  del  porcentaje  de  ciclicidad  en  ovejas  adultas  en 
estado óptimo en  la raza RAA. Esta evolución sigue el mismo patrón que  la evolución del 
precio del cordero y que a su vez es antagónica con el porcentaje de ventas. Se observa 
como durante el periodo de anestro estacional la ciclicidad disminuye bruscamente aunque 
en esta raza mantienen valores medios mínimos entorno al 30% en condiciones óptimas 
para  los meses más  desfavorables.  Se  ha  comprobado  que  la  ciclicidad  es  aún menor 
cuando  la  condición  corporal  es  baja,  la  alimentación  es  deficitaria,  se  dan  escasas 
precipitaciones en primavera o las ovejas son jóvenes primíparas.  
Esta paradoja en el mercado está tratando de resolverse en las explotaciones ganaderas 
de muchos países  sustituyendo  la monta natural y aumentando  la  inseminación artificial 
(IA) asistida con tratamientos hormonales a contraestación durante la primavera, lo que se 
traduce en un bajo porcentaje de gestaciones, asociada principalmente a la disminución del 
fotoperiodo, factor ambiental principal que regula la actividad reproductiva ovina (Forcada 
et al., 2000). De esta manera, se  intenta abastecer de producto  fresco durante el último 
mes del año, momento en el que las ventas son máximas. Inducir ciclicidad sometiendo los 
animales a fotoperiodo lumínico sólo es justificable en centros de investigación o centros de 
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sementales  para  la  producción  de  semen,  en  los  que  la  elevada  inversión  de  las 
instalaciones y del sistema de producción puede ser rentabilizada. Por ello, un método para 
incrementar la prolificidad media a través de la manipulación del ciclo estral de las hembras 
es mediante el empleo de tratamientos hormonales de inducción al celo, combinado con el 
uso de IA. Estos tratamientos son una práctica habitual, sobre todo para la producción de 
corderos a contra‐estación. Sin embargo tienen ciertas limitaciones: 
1.  La UE  limita  de  forma  creciente  el  uso  de  productos  veterinarios  en  la  producción 
animal. De hecho, ya prohíbe el uso de productos hormonales en las ganaderías ecológicas. 
2. Los tratamientos hormonales dejan residuos en la carne. El límite legal de residuos de 
acetato de fluogestona (FGA) se ha fijado en 1µg/kg en la leche y en 0.5µg/kg en músculo, 
grasa y algunas vísceras (EEC 665/2003). Aunque ello no suponga un riesgo para la salud, no 
beneficia la imagen comercial del producto desde el punto de vista del consumidor. 
3.  Los  tratamientos  hormonales  inducen  la  aparición  de  anticuerpos  que  afectan 
negativamente  los  resultados  de  reproducción  en  las  ovejas  que  son  tratadas 
repetidamente (Bodin et al., 1995). Actualmente, la gonadotropina más utilizada (PMSG) se 
obtiene  de  yeguas,  existiendo  un  riesgo  sanitario  de  transmisión  de  enfermedades 
interespecíficas. 
En nuestras condiciones de cría, cambios en  la gestión de  las explotaciones como  la  IA 
fuera  de  estación  siguen  siendo  insuficientes  para  cubrir  la  gran  demanda,  por  lo  que 
técnicas como  los  implantes de melatonina  juegan un papel  importante para mejorar  los 
índices de preñez fuera de temporada. 
Actualmente, los sistemas de producción más intensivos utilizan implantes de melatonina 
para alargar el ritmo ovulatorio de  las ovejas antes de que entren en anestro estacional. 
Esta práctica  requiere de  un  coste  en  la  compra  de  implantes  y  de mano de  obra  que 
encarece el coste por oveja, por lo que se ha propuesto el uso de marcadores moleculares 
(MAS) y otras tecnologías genéticas que asistan a la mejora de este carácter. De momento 
se han producido grandes esfuerzos en detectar y  seleccionar animales con periodos de 
anestro estacional más cortos, con mejores registros en las tasas de ovulación y con ciclos 
de  ovulaciones  más  regulares  o  con  mayor  presencia  de  celos  fuera  de  la  estación 
reproductiva. 
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Por  tanto,  ya  que  el  "Ternasco  de  Aragón"  es  un  producto  volátil  en  que  el  carácter 
estacionalidad  tiene  un  gran  impacto  sobre  los  precios  de  venta,  queda  justificada  una 
acción  sobre  la mejora  del  carácter  estacionalidad  reproductiva,  que  a  su  vez  es muy 
dependiente del control del fotoperiodo, factor clave para una mejora en  la gestión de  la 
reproducción.  Además,  el  conocimiento  genético  a  nivel  molecular  de  este  carácter 
cuantitativo en la especie ovina sigue actualmente en estudio y su base genética parece ser 
muy dependiente de la raza, como ocurre con el carácter prolificidad. 
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En función de los datos obtenidos en estudios previos, nos planteamos en este trabajo, el 
estudio  de  genes  relacionados  con  prolificidad  y  estacionalidad  en  la  raza  ovina  Rasa 
Aragonesa  descritos  hasta  el  momento  en  la  bibliografía.  El  descubrimiento  de  las 
mutaciones causales y sus  implicaciones que condujesen a una mejora de  la prolificidad y 
de la reproducción contra‐estación nos permitiría incorporar la información procedente de 
dichos marcadores genéticos a  los esquemas de  selección de  las  razas  (MAS),  siempre y 
cuando no interfiriesen con la viabilidad de los corderos. 
El objetivo general de la presente Tesis Doctoral es dilucidar parte de la varianza genética 
asociada al carácter prolificidad y al carácter estacionalidad en ovino de  la raza RAA. Para 
lograr este objetivo se pretenden alcanzar los siguientes objetivos parciales: 
1.  Detección  y  caracterización  de  polimorfismos  de  los  genes  “Bone  Morphogenetic 
Protein  15”  (BMP15),  “Bone  Morphogenetic  Protein  Receptor”  (BMPR1B)  y  “Growth 
Differentiation Factor 9”  (GDF9) en  la  raza ovina RAA y asociar sus polimorfismos con el 
carácter prolificidad. 
2.  Detección  y  caracterización  de  polimorfismos  en  el  gen  “Melatonin  Receptor  1A” 
(MTNR1A) y evaluar si este gen está asociado a la estacionalidad reproductiva en ovejas de 
la raza RAA. 
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3.1. Factores genéticos que afectan a la Prolificidad 
La mejora de la prolificidad entendida como número de corderos nacidos al parto, es uno 
de los objetivos de mayor interés en los sistemas de explotación de ovino de carne cuando 
el objetivo es  intensificar  la producción a  través del  incremento de  la productividad por 
oveja. 
La prolificidad, en buena parte dependiente de la tasa de ovulación (TO), está influenciada 
tanto  por  factores  genéticos  como  por  multitud  de  factores  ambientales.  Entre  las 
componentes ambientales cabe destacar la raza, la edad, el estado fisiológico y sanitario, el 
estado  nutricional  y  el  balance  energético  de  la  dieta,  factores  socio‐sexuales  como  el 
efecto macho, el fotoperiodo, la temperatura, la humedad relativa o el estrés. Además, es 
crucial  el  manejo  de  cada  explotación  con  sus  diferentes  sistemas  de  ordenación  de 
cubriciones y programas sanitarios. 
La mejora  genética  de  la  prolificidad  a  través  de  la  selección  es  un  proceso  lento  y 
apreciable a largo plazo debido a su baja heredabilidad, situándose alrededor del 0.04, y su 
limitado control fenotípico, acotado casi exclusivamente en hembras. Por eso, aunque ya se 
demostraba la componente genética sobre el control de la ovulación en ovino en los años 
70  (Land et al., 1973) no es hasta  los años 80, cuando en 1982 aparecieran  los primeras 
evidencias de un  gen de  gran efecto  sobre  la  varianza  genética del  carácter prolificidad 
segregando en cruces de Merinos Booroola australianos (Piper y Bindon 1982; Davis et al., 
1982). A partir de entonces numerosos autores han contribuido a describir la existencia de 
una herencia mixta de la prolificidad en diferentes razas como la Thoka (Jonmundsson and 
Adalsteinsson, 1985), Javanese (Bradford et al., 1986), Olkuska (Martyniuk and Radomska, 
1988), Belclare  (Hanraham, 1991), Cambridge  (Hanraham, 1991),  Inverdale  (Davis  et  al., 
1992), Woodlands (Davis et al., 2001) y Lacaune (Bodin et al. 2002). 
3.1.1. Genes de prolificidad en ovino 
La  prolificidad  fenotípica  puede  ser  consecuencia  de  lo  que  denominamos  efecto 
poligénico, en el que acción de varios genes contribuyen en pequeña proporción sobre  la 
varianza genética atribuible al carácter cuantitativo en cuestión, como se ha demostrado en 
las razas Landrace Finlandesa (Finnsheep) y Romanov. También puede ser consecuencia de 
la acción de uno/s gen/es mayor/es que tienen gran efecto sobre la varianza genética. En la 
actualidad existen varios fenotipos asociados al carácter prolificidad cuyo origen se debe a 
genes mayores y que a su vez están relacionados con la TO (Tabla 3.1). Finalmente, también 
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puede darse en una misma raza un modelo de herencia mixta en el que converja el efecto 
sumatorio por poligenia con el efecto producido por un gen mayor. Este es el modelo para 
el  carácter  prolificidad  que  se  ha  descrito  para  la  raza  Lacaune,  citada  aquí  por  tener 
peculiaridades  comunes  a  la  raza  RAA  en  cuanto  a  tipo  de  explotación  y  proximidad 
geográfica (Bodin et al., 2002). 
En  la  mayoría  de  los  casos  en  los  que  se  hallaron  fenotipos  intraraza  con  elevada 
prolificidad  y  TO  también  se  detectaron mutaciones  genéticas  causales  de  tipo  SNP  en 
genes pertenecientes básicamente a la superfamilia del TGF‐ß (Transforming Growth Factor 
ß) que  codifican para péptidos  señal de pequeño  tamaño  y/o  sus  receptores proteicos, 
localizándose mayoritariamente  en  tres  de  ellos:  BMPR1B  (Bone Morphogenetic  Protein 
Receptor  1B,  alias  Ativin‐like  Kinase  6;  ALK6), GDF9  (Growth  Differentiation  Factor  9)  y 
BMP15 (Bone Morphogenetic Protein 15, conocido también por GDF9b). 
3.1.2. Efecto de alelos de prolificidad «Fec» 
Los diferentes alelos «Fec», abreviatura de la palabra inglesa “Fecundity” que se traduce 
por "Prolificidad" y no por fecundidad, tienen como origen las diversas mutaciones causales 
encontradas en varios genes de la misma familia, como BMP15, GDF9 o BMPR1B pero con 
modelos de herencia distintos dependiendo de la región genómica o cromosoma en el que 
se  localizan.  En  el  caso  de  BMP15  la  herencia  es  ligada  al  sexo  y  en  GDF9  es 
sobredominante  autosómica  (Galloway  et  al.,  2000; Hanrahan  et  al.,  2004).  Cuando  las 
mutaciones se sitúan en el gen BMP15 el alelo prolífico se nombra como FecX seguido de 
un  superíndice  diferencial  de  raza  o  "–"  (y/o  un  superíndice  "+"  para  el  alelo  salvaje), 
mientras que se simboliza como FecG cuando  los polimorfismos se encuentran en el gen 
GDF9. 
Estas mutaciones se mantienen de  forma natural en baja  frecuencia en  las poblaciones 
criadas en condiciones normales de explotación debido a su doble efecto sobre el carácter 
prolificidad. Por un  lado son causantes de esterilidad  funcional por hipoplasia ovárica en 
hembras portadoras de estas en homocigosis (FecXˉ/FecXˉ o bien FecG ˉ/FecG ˉ) y por otro 
lado,  producen  un  fenotipo  hiperprolífico  cuando  dichos  alelos  se  encuentran  en 
heterocigosis  (FecX  +/  FecX  ˉ  o  FecG  +/  FecG  ˉ)  (Gemmel  y  State,  2006). Hasta  ahora  las 
mayores diferencias entre estos dos genes en la especie ovina se deben principalmente al 
modo  de  herencia,  es  decir,  FecX  al  estar  localizado  en  el  cromosoma  X  tiene  distinta 
repercusión en machos y en hembras. Los machos hemicigóticos  (XY)  transmiten el alelo 
mutado a todas sus hijas descendientes, mientras que el alelo FecG al ser autosómico se 
transmite en proporción mendeliana tanto en machos como en hembras. 
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A  pesar  de  que  se  haya  detectado  expresión  de ARNm  en  testículos  de machos  para 
ambos genes (Pennetier et al., 2004) no se han descrito efectos adversos sobre caracteres 
reproductivos en machos hasta la fecha. 
Tabla 3.1. Mutaciones descritas en genes mayores identificados en ganado ovino con efecto sobre 
la Tasa de ovulación (TO) y la Prolificidad (P). Adaptado de Davis, 2005. (1). 
Gen Fenotipo Alelo Cr Efecto sobre TO y P Raza 
BMP15 Inverdale FecXI X 
I+:TO +1.0; P +0.6 
II:  Estéril (hipoplasia ovárica) 
Romney 
BMP15 Hanna FecXH X 
H+:TO +1.0; P +0.6 
HH: Estéril (hipoplasia ovárica) 
Romney 
BMP15 Belclare FecXB X 
B+:TO +1.0 
BB: Estéril (hipoplasia ovárica) 
Belclare 
BMP15 Galway 
FecXG 
Q239stop 
X 
G+:TO +0.7 
GG: Estéril (hipoplasia ovárica) 
G+:TO +0.55 (en STH) 
Belclare, 
Cambridge, 
Small Tailed Han 
BMP15 Lacaune FecXL X 
L+:TO +1.5 
LL: Estéril (hipoplasia ovárica) 
Lacaune 
BMPR1B Booroola FecBB 6 
B+: TO +1.3; P +0.7* 
BB: TO +2.6; P +1.0 
Merino, 
Chinese Merino 
Javanese, Cele, 
Garole, Huyang, 
Small Tailed Han, 
Duolang, 
Kendrapada 
GDF9 
High-
Fertility 
FecGH 5 
H+:TO +1.4 
HH: Estéril (hipoplasia ovárica) 
Belclare, Cambridge 
? Woodlands FecX2W X 
W+:TO +0.4; P +0.25 
WW:TO y P ≥ W+ 
Coopworth 
? Lacaune FecLL 11 
L+:TO +1.5 
LL:TO +3.0 
Lacaune 
? Thoka FecII ? 
I+:TO +1.2; P +0.7 
II: Evidencias de esterilidad 
Icelandic 
? ? ? ? 
Supuestos heterozygotos: 
TO +1.0; P +0.6 
Olkuska 
? ? ? ? 
Muy variable: TO (1–8); P (1–7) 
Alta repetibilidad en TO (0.8) 
Belle-Ile 
 
*Small Tailed Han: Prolificidad del heterocigoto B+= +1.1 y Prolificidad del homocigoto BB =+1.4; (Cr): Cromosoma;  
(1) Otros artículos son Bodin et al., 2007; Chu et al., 2007; Notter et al., 2008; Fogarty et al., 2009 y McNatty et al., 2001. 
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En el caso de BMPR1B el alelo polimórfico se nombra como FecB B, sigue un modelo de 
herencia autosómico y tiene un efecto aditivo y codominante sobre  la TO y parcialmente 
dominante para el carácter tamaño de camada (Piper et al., 1985). 
Curiosamente, mutaciones en el gen receptor BMPR1B humano causa distintos tipos de 
acondroplasias óseas y anomalías en el aparato reproductor en homocigosis (Demirhan et 
al., 2005), mientras que en ovino, la mutación produce un incremento sobre la TO asociado 
a una maduración precoz de un gran número de folículos antrales que ovulan a un tamaño 
de folículo menor que en ovejas no portadoras (McNatty and Henderson, 1987). 
El sistema BMP “Bone Morphogenetic Protein” en el que intervienen estos genes juega un 
papel  esencial  en  la  foliculogénesis, modulando  la  proliferación  y  diferenciación  de  las 
células ováricas de  la granulosa y de  la teca  (Fabre et al., 2006), que son productoras de 
andrógenos y progestágenos a partir del colesterol en respuesta a  la LH secretada por  la 
hipófisis. Por mecanismos que aún se desconocen, las mutaciones descritas en estos genes 
inducen una maduración precoz de los folículos ováricos al incrementar su sensibilidad a la 
FSH favoreciendo su liberación prematura, y no por un incremento de la concentración de 
FSH circulante, como en un  inicio se hipotetizaba. En consecuencia,  las ovejas portadoras 
en  heterocigosis  de  alguna  de  las  mutaciones  causales  producen  mayor  número  de 
ovulaciones  y  cuerpos  lúteos  procedentes  de  una  tipología  de  folículos maduros  que  a 
pesar de tener un tamaño menor parecen desarrollar una sensibilidad precoz a la LH (Figura 
3.1),  lo que se traduce  fenotípicamente en TOs más elevadas que  las no portadoras y en 
consecuencia mayor hiperprolificidad. Por  contra,  las ovejas homocigotas para  los alelos 
FecX  –  y  FecG  B  presentan  folículos  bloqueados  en  la  etapa  primaria  de  crecimiento, 
fenómeno que se observa mediante laparoscopia en forma de ovarios inmaduros, infantiles 
o  hipoplásicos  "streak  ovaries",  síntomas  típicos  de  los  fenotipos  Inverdale,  Hanna  o 
Lacaune entre otros, producido por los alelos FecX I, FecX I y FecX L, respectivamente (Davis 
et al., 2001; Hanrahan et al., 2004; Bodin et al., 2007). 
El descubrimiento de nuevas mutaciones en genes ligados a un aumento de prolificidad y 
su  selección  en  distintas  razas  irán  dilucidando  los  efectos  que  estas  tienen  a  nivel 
fisiológico  ya  que  el  incremento  de  estos  alelos  en  las  poblaciones  no  sólo  son  una 
herramienta  estratégica  para  aumentar  la  prolificidad  productiva  cuando  se  pretende 
conservar  la  pureza  de  la  raza,  sino  que  además  pueden  ser  base  de  futuros  estudios 
genéticos derivados de una futura selección asistida por marcadores, teniendo en cuenta 
estos genes. 
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A  continuación  se  van  a  describir  las  características  más  destacables  de  los  genes 
principales en los que se han encontrado mutaciones asociadas a fenotipos hiperprolíficos 
en la especie Ovis aries. 
Figura 3.1. Representación esquemática de los efectos sobre la foliculogénesis y tasa de ovulación 
en ovejas con alelos de prolificidad «Fec». Adaptado de Fabre et al., (2006). 
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3.1.2.1. Gen “Bone morphogenetic protein 15” (BMP15) 
El  gen BMP15  también  es  conocido  como  Factor de Diferenciación  9b  (GDF9b)  y  está 
localizado  en OARX,  cromosoma  X  de  ovino.  La  longitud  total  de  la  región  codificante 
comprende 1179 nucleótidos transcritos a partir de dos exones, separados por un intrón de 
unos 5.4 kb. Inicialmente se sintetiza un propéptido de 393 aminoácidos que tras una serie 
de mecanismos postransduccionales se transforman en una proteína finalmente madura de 
125 aminoácidos con actividad fisiológica (Galloway et al., 2000). 
La primera  raza ovina en  tener  identificada  su base molecular causada por BMP15  fue 
Inverdale, cuyo alelo se denominó FecX  I. Este fenotipo es producido por una substitución 
en  la  proteína  activa de un  aminoácido  en  la  posición  31  de  valina por  ácido  aspártico 
(V31D).  Posteriormente  varias  mutaciones  han  sido  identificadas  como  causantes  de 
fenotipos hiperprolíficos por FecX en otras razas (Figura 3.1.2) con tasas de prolificidad en 
torno a 0.5 corderos más por parto en hembras portadoras en heterocigosis.  
El alelo FecX G, fenotipo Galway, es una substitución C por T en la posición 718 del gen y 
reemplaza  un  residuo  de  glutamina  por  un  codón  “stop”  en  la  posición  239  de  la 
preproteína  (Q239stop)  parando  prematuramente  su  síntesis.  Igualmente,  el  fenotipo 
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Hanna  aparece  por  la  inserción  de  un  “stop”  en  la  posición  23  de  la  proteína madura 
(Q23stop). Otro alelo, el FecX B, fenotipo Belclare, es una transición G por T en el nucleótido 
1100,  sustituyendo un aminoácido  serina por  isoleucina en  la posición 99 de  la proteína 
(S99I).  En  la  raza  Lacaune  el  alelo  FecX  L  corresponde  a  una  transición  G  por  A  en  el 
nucleótido 1196 del ADNc, en sustitución de una cisteína con una tirosina en la posición 53 
de la proteína madura (C53Y). 
El efecto del alelo mutado en los fenotipos Hanna (FecX H) y Belclare (FecX B) producen un 
incremento de  la TO de 1 punto, mientras que en  fenotipo Galway  (FecX G) el efecto es 
ligeramente  inferior  (0.7)  (McNatty et al., 2001). Extraordinariamente,  la mutación C53Y 
encontrada para la raza Lacaune (FecX L) produce un máximo de 1.5 ovulaciones extra en las 
hembras portadoras en heterocigosis. Aunque en este caso el efecto del alelo FecX L podría 
estar  enmascarado  por  la  presencia  conjunta  de  otro  alelo  con  gran  efecto  sobre  la 
prolificidad como pudiera ser FecL L, cuyo gen responsable todavía no ha sido identificado 
(Tabla 3.1, apartado 2.1.2.4).  
Como  contrapartida,  las  hembras  en  homocigosis  son  estériles  y  presentan  hipoplasia 
gonadal (Hanrahan et al., 2004). Recientemente, en un estudio publicado en razas de cola 
grasa Moghani  y Ghezel  del  noroeste  de  Irán  y  Turquía  se  hallaron  7  hembras  fértiles 
homocigotas para el alelo FecX G (Q239stop en la secuencia preproteína) considerando que 
esta mutación  pudiera  no  ser  suficiente  para  originar  el  fenotipo  estéril  en  estas  razas 
(Barzegari et al., 2010). 
Figura 3.2. Localización de mutaciones en el gen ovino Bone Morphogenetic Protein 15 (BMP15) 
con influencia en prolificidad.  
Exón 1 Exón 2
mature protein
Intrón
391 870 1247
Lacaune : C53Y
Inverdale : V31D
Hanna : stop 23
C : Cisteína
Y : Tirosina
V : Valina
D : Ácido Aspartico
S : Serina
I  : Isoleucina
Galway : stop -31
Cambridge : S99I 
Belclare
Cambridge
+
P t í a Madura
Q23 stop
Q -29stop 
Q239stop
Belcla e*:  S99I
(en preproteína) ?
S : Serina
I  :  Isoleucina
C : Cisteína
Y : Tirosina
V : Valina
D : Ác. Aspártico
Q : Glutamina
( * ) Belclare ? Cambridge x Galway
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3.1.2.2. Gen “Bone morphogenetic protein receptor 1B” (BMPR1B) 
El  gen  Bone morphogenetic  protein  receptor  type  1B  (BMPR1B)  también  llamado  gen 
«Booroola»  es  uno  de  los más  ampliamente  estudiados  y  su  fenotipo  hiperprolífico  es 
debido a  la acción de un único gen autosómico que sintetiza una proteína de membrana 
compuesta por 502 aminoácidos que actúa como receptor de péptidos señal de la familia 
BMP. Se extiende a  lo  largo de una región central del cromosoma 6 de ovino  (OAR6) de 
aproximadamente  52  kilobases  (kb)  y  está  compuesto  por  un  total  de  10  exones  de 
pequeño tamaño separados por grandes regiones intrónicas (Figura 2.1.3). 
La primera mutación localizada en este gen fue descrita en los años 80 en ovejas Merinas 
de Australia, y se le dio el nombre de Booroola o alelo FecB B, aunque su origen se remonta 
entre los años 40 y 50 en los que se empezaron a seleccionar ovejas en función del tamaño 
de camada en rebaños merino‐australiano de  lana fina. Se  llagaron a observar diferencias 
entre  lotes entorno al 30% de corderos nacidos, hecho que propició un gran número de 
cruzamientos con estos animales durante los años 70 con el fin de aumentar la prolificidad, 
cuando  todavía  se desconocía que este  incremento se debía al efecto de un gen. Desde 
entonces y hasta hoy se ha introducido esta variante génica en numerosas razas de todo el 
mundo para mejorar su prolificidad, principalmente entre razas merinas. 
Figura 3.3. Esquema intrón-exón del gen Booroola donde se sitúa la mutación Q249R con efecto 
sobre la prolificidad. Secuencia consenso extraída del GenBank (núm. NM_001009431.1). 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Q249R
1 SNP
5’ 3’
 
La única mutación responsable del fenotipo Booroola se localiza en el dominio quinasa de 
la proteína. Se  trata de una mutación A?G en  la posición 746 del ADNc, que supone  la 
sustitución del aminoácido glutamina por una arginina en  la posición 249  (Q249R) de  la 
proteína  (Mulsant  et  al.,  2001;  Souza  et  al.,  2001;  Wilson  et  al.,  2001).  En  hembras 
heterocigotas  (FecB  +/ FecB B) produce un  incremento de prolificidad media de 1 cordero 
más por parto  y  en hembras homocigotas  (FecB  B/  FecB  B) de  1.5  lo que  se  traduce  en 
términos de TO en +1.3 y +2.6 ovulaciones, respectivamente.  
Después de que se describiera esta mutación y su efecto, han aparecido más razas con el 
mismo  genotipo  responsable  de  la  superioridad  prolífica,  habiendo  sido  identificada  la 
misma mutación en las razas Javanese, Garole (Davis et al., 2002), Little Tailed Han (Lin et 
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al.,  2003),  Hu  y  Han  (Davis  et  al.,  2005)  que  son  razas  nativas  procedentes  de  India, 
Indonesia  y  China.  El  hecho  de  haber  encontrado  la misma mutación  en  tantas  razas 
asiáticas,  podría  indicar  que  la  mutación  Booroola  en  Merino  australiano  deriva  de 
cruzamientos con ovejas Garole importadas desde la República de la India en 1792 y 1793. 
3.1.2.3. Gen “Growth differentiation factor 9” (GDF9) 
El gen GDF9  fue  cartografiado en ovino en el  cromosoma 5  (OAR5) por  Sadighi et al., 
(2002) mediante genotipado en el AgResearch International Mapping Flock (IMF). El gen se 
extiende  por  una  región  genómica  de  aproximadamente  2.5  kb  y  contiene  dos  exones 
separados  por  un  solo  intrón  de  1126  pares  de  bases  (pb)  que  codifican  para  una 
propéptido de 453 aminoácidos.  La proteína madura es un péptido  compuesto por 135 
aminoácidos con actividad fisiológica en el desarrollo folicular (Bodensteiner et al., 1999). 
La mutación FecG H  (H: high  fertility) es una  transición C por T en  la posición 1184 del 
ADNc,  remplazando el aminoácido  serina por  fenilalanina en  la posición 77  (S77F) de  la 
proteína  madura  (Figura  3.4).  Fue  descrito  por  primera  vez  en  las  razas  Belclare  y 
Cambridge y su efecto en hembras heterocigotas produce un incremento de la TO de +1.4 y 
en hembras homocigotas conlleva la esterilidad por hipoplasia ovárica. 
Figura 3.4. Posición de la mutación causante del fenotipo prolífico por FecG H en el gen GDF9 
encontrado en las razas Cambridge y Belclare. 
Exón 1 Exón 25’ 3’
PROTEíNA     MADURA
FecGH :  S77F
1148
 
En  las  razas Cambridge  y Belclare  (Hanrahan  et  al.,  2004)  se  han  descrito mutaciones 
simultaneas  en  los  genes GDF9  y BMP15  causales  de  infertilidad  por  hipoplasia  ovárica 
(Figura 3.5). Concretamente, el fenotipo Belclare presenta tres mutaciones, dos ubicadas en 
el gen BMP15 (alelos FecX G y FecX B) y una tercera en el gen GDF9 (alelo FecG H) siendo la 
más prevalente de toda ellas (71%) la producida por FecX B. El fenotipo Cambridge presenta 
dos de las mutaciones anteriores, pero cada una de ellas en distinto gen (FecX G y FecG H), 
de manera que Belclare aunque procede de cruces entre Galway y Cambridge pudo haber 
desarrollado una mutación propia (Hanrahan et al., 2004).  
Las  hembras  homocigotas  para  cualquiera  de  las  anteriores mutaciones  son  infértiles, 
como también lo son las que combinan la mutación FecG H en GDF9 con cualquiera de las 
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descritas anteriormente para BMP15 (Hanrahan et al., 2004) heredados por cruzamientos 
entre razas fundadoras. Recientemente, en un estudio publicado en las razas de cola grasa 
Moghani  y  Ghezel  del  noroeste  de  Irán  y  Turquía  hallaron  7  hembras  fértiles  que 
presentaban el alelo FecX G en homocigosis demostrando que esta mutación per se pudiera 
no ser suficiente para originar el fenotipo estéril en estas razas (Barzegari et al., 2010). 
Figura 3.5. Ejemplo de esterilidad en hembras debida a mutaciones coincidentes en los genes GDF9 
y BMP15 producidas en distintos alelos en las razas Cambridge y Belclare. 
Exón 1 Exón 25’ 3’
PROTEíNA MADURA
Exón 1 Exón 25’ 3’
PROTEíNA     MADURA
FecGH :  S77F
1148
FecX G : Q239stop FecX B :  S99I
única en Belclare
 
3.1.2.4. Fenotipo Lacaune (FecL L) 
Bodin et al. (2002) describieron por primera vez el efecto aditivo sobre la TO causado por 
un nuevo gen, en la raza Lacaune (FecL L) tras comprobar la ausencia de las mutaciones en 
los genes autosómicos BMPR1B y GDF9, en machos con elevados VGEs para prolificidad. El 
experimento  inicial  consistió  en  un mapeo  por  intervalos  a  nivel  genómico  en  el  que 
encontraron desequilibrio de ligamiento entre el fenotipo prolífico FecL L y 4 microsatélites 
localizados  en  una  región  de  OAR11  (Maddox  et  al.,  2001).  Los  análisis  de  ligamiento 
posicionaron el alelo responsable en un intervalo situado entre los marcadores BM17132 y 
CSSM15 (Mulsant et al., 2003). 
Posteriormente,  aumentando  la densidad de marcadores  en  la  región  y  tras  acotar  el 
intervalo entre los micros BM17132 y MsLD147 se estableció un único haplotipo en dicho 
intervalo asociado con prolificidad en diferentes animales,  lo que sostiene  la hipótesis de 
que  una mutación  estaría  segregando  en  Lacaune.  La  presencia  de  una  copia  del  alelo 
prolífico FecL  L en ausencia FecX  L produce un aumento de  la TO de 1.5 puntos y de 3.0 
puntos  en  las  homocigotas  portadoras,  confirmando  el  efecto  aditivo  detectado 
anteriormente por Bodin et al.  (2002). Este efecto que podría ser  ligeramente  inferior ya 
que se ha demostrado una acción sinérgica entre las mutaciones FecL L y FecX L sobre la TO y 
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el  tamaño  de  camada  en  esta  raza  (Drouilhet  et  al.,  2009).  Además,  estos  autores 
encontraron un SNP  (A803G) en  la  zona 3’UTR del gen DLX3  (Figura 3.6) que predice  la 
clasificación  de  haplotipos  en  un  99.5%  entre  portadores  y  no  portadores  del  genotipo 
FecLL.  Drouilhet  et  al.,  (2010)  sugieren  que  basándose  en  los  perfiles  endocrinos  y  el 
fenotipo ovárico entre hembras FecL L /FecL L y hembras FecL +/FecL +, esta mutación está 
produciendo  un  incremento  de  la  prolificidad  de  forma  distinta  a  la  producida  por  las 
mutaciones de los genes pertenecientes al sistema BMP. 
Figura 3.6. Cartografía comparativa entre las regiones OAR11 ovina y HSA17 humana donde se 
halla el locus FecL L. Las distancias se expresan en diferente magnitud siendo el centyRay (cR) en el 
mapa de híbridos irradiados de ovino y los megapares de bases (Mbp) en el genoma humano. En el 
mapa ovino (RH) los microsatélites aparecen subrayados. En la secuencia humana se presentan la 
posición de los genes excepto para el microsatélite BM17132. El marcador MsLD147 se encuentra 
dentro del gen FAM117A.  
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3.2. Factores de Estacionalidad Reproductiva  
La estacionalidad  reproductiva es uno de  los  factores más  limitantes de  la producción 
ovina comparado con el bovino o el porcino, pues no sólo está afectando a la productividad 
de  las distintas  razas sino que condiciona enormemente  su mercado de ventas. Durante 
siglos esta especie se ha adaptado para poder reproducirse en otoño de manera que  los 
partos se den mayoritariamente en primavera, tras una gestación de 5 meses. Así, en Rasa 
Aragonesa el periodo  favorable para  las cubriciones se sucede después del verano hasta 
bien entrado el invierno mientras que el más desfavorable se da en primavera e inicios del 
verano. 
Las señales que los animales reciben del ambiente hacen que estos reconozcan cuando es 
el momento  idóneo para el apareamiento. De  todas ellas,  la que parece  tener un efecto 
más importante es la duración del día/noche, conocido como fotoperiodo. Los periodos de 
días decrecientes se activan las señales propias de la época reproductiva, mientras que los 
periodos de noches crecientes propician las señales que detienen dichos mecanismos. Este 
periodo  improductivo  del  animal  se  conoce  como  anestro  estacional  y  afecta  en  gran 
manera  a  los  resultados  económicos  de  las  explotaciones  y  estacionaliza  su 
comercialización influyendo en los precios de venta. 
La  RAA,  al  igual  que  otras  razas  de  las  regiones  entorno  al Mediterráneo,  tienen  un 
periodo  de  anestro más  corto  que  las  razas  del  Norte  de  Europa  y  además  un  cierto 
porcentaje de ellas están cíclicas todo el año, hecho que no sucede con las razas nórdicas 
donde la parada estacional es del 100%. Esta situación ventajosa podría aprovecharse para 
realizar selección progresiva dentro de los rebaños guardando para reposición las hijas de 
ovejas cubiertas en primavera sin tratamiento externo, pues la mejora de la estacionalidad 
reproductiva inducida por el fotoperiodo como número de corderos nacidos al parto, sigue 
siendo uno de  los objetivos de mayor  interés en  los  sistemas de  explotación  cuando el 
propósito  es  intensificar  la  producción  a  través  del  incremento  de  la  productividad  por 
oveja (Notter y Cockett, 2005). 
El control de producciones parece una herramienta factible a  largo plazo ya que control 
genético sobre el carácter estacionalidad en ovino es poco heredable (Land et al., 1973) y 
aunque poco a poco se van descubriendo genes con un gran efecto sobre estacionalidad en 
otras  especies  como  en  roedores,  en  la  especie  ovina  su  detección  está  siendo  más 
moderada al presentar asociaciones estadísticas escasamente significativas. 
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3.2.1. Genes involucrados en Estacionalidad Reproductiva 
La mejora genética de caracteres asociados con  la reproducción estacional en ovino, se 
presenta  como  un  reto  desafiante  en  la  actualidad  debido  principalmente  a  su  baja 
heredabilidad, una expresión en edades avanzadas y sólo en determinadas épocas del año 
en  sistemas  de manejos  específicos,  recogiendo  datos  casi  exclusivamente  en  hembras. 
Aún  con  todo,  la  detección  de  QTLs  y  posibles  genes  candidatos  relacionados  con  la 
estacionalidad y su aplicación a  la selección asistida por marcadores (MAS) pueden hacer 
incrementar la respuesta de selección. 
Los estudios sobre biorritmos circadianos en mamíferos están aportando la identificación 
de nuevos genes y rutas relacionadas con la cadencia circadiana y circanual. Hasta la fecha 
se consideran poco más de 10 genes hiperreguladores distribuidos por todo el genoma que 
coordinan, median y regulan estos ritmos con una componente de retroalimentación muy 
importante y que se conocen de forma genérica como genes «Clock». Entre ellos están el 
gen CLOCK, tres genes «Period» (PER1, PER2 y PER3), dos genes «Cryptochrome» (CRY1 y 
CRY2) y  los genes BMAL1, TIMELESS, REV‐ERB‐α y el gen SLIMB. En este sentido, se han 
identificado  mutaciones  en  algunos  de  estos  genes  relacionadas  con  cambios  en  la 
periodicidad de  los ritmos y patrones reproductivos en diferentes especies de roedores y 
homínidos,  por  lo  que  podrían  considerarse  como  potenciales  genes  candidatos  con 
influencia  sobre caracteres cuantitativos como  la  fertilidad,  la  reproducción estacional, o 
incluso  la vida productiva (Notter y Cockett, 2005). Concretamente en ovino,  la expresión 
del  gen  “CLOCK”  en  las  regiones del núcleo  supraquiasmático  (NS)  y pars  tuberalis  (PT) 
sugiere que las células denominadas “calendario” localizadas principalmente en la región PT 
están  jugando  un  papel  importante  en  el mantenimiento  de  los  ritmos  circanuales,  de 
manera que los productos de la expresión de este y otros genes “Clock” así como sus dianas 
o receptores son genes que de alguna manera están involucrados en el control fisiológico 
de la estacionalidad reproductiva. 
Otros genes con implicación sobre la función reproductiva estacional son los que codifican 
para  neuropéptidos,  como  es  el  caso  de  las  kisspeptinas,  que  son  pequeñas moléculas 
peptídicas  sintetizadas  a  partir  del  gen  KISS‐1.  Se  caracterizan  por  presentar  distintas 
longitudes de la cadena aminoacídica (kisspeptina‐54, kisspeptina‐13, 10, etc.) y por activar 
el receptor transmembrana GPR54. La administración de kisspeptinas estimula la secreción 
de  gonadotropina  por  parte  de  las  células  neuronales  reguladoras  y  productoras  de  la 
hormona gonadotropina (de ahí que se les llame neuronas de GnRH) de lo que en parte se 
deduce que  jueguen un papel crítico en  la producción de esta hormona, actuando como 
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señal inicial desencadenante de la liberación en la cascada de otras hormonas tras su unión 
como ligando al receptor GPR54. Más recientemente, Smith et al. (2007) describieron como 
en  ovino  la  expresión  de  ARNm  de  KISS‐1  en  células  neuronales  del  núcleo  arcuatus 
(agrupación de neuronas en el hipotálamo mediobasal o zona preóptica del hipotálamo), 
está controlando la función reproductiva en relación a los cambios estacionales. 
El receptor GPR54 es una proteína sintetizada por un gen que porta su mismo nombre y 
pertenece a la gran familia de los receptores acoplados o asociados a proteínas G (GPCR), 
por sus siglas en inglés G protein‐coupled receptors. Comprenden una numerosa familia de 
receptores transmembrana los cuales captan moléculas ligando extracelulares que activan 
en el citosol la transducción de señales que conducirán a respuestas celulares de diversos 
tipos. Polimorfismos en el gen GPR54 que están afectando a  las regiones catalíticas de su 
receptor  han  demostrado  tener  consecuencias  drásticamente  desfavorables  sobre  la 
reproducción ya que provocan una caída total de los mecanismos implicados en el inicio de 
la pubertad  y que  se manifiesta  clínicamente por un hipogonadismo hipogonadotrópico 
severo en los individuos portadores. 
Parece  lógico  creer  que  polimorfismos  en  genes  que  codifiquen  para  proteínas GPCR 
puedan tener un efecto notable sobre caracteres de  interés en selección animal. En este 
sentido  han  sido  esclarecedores  los  trabajos  realizados  sobre  en  el  gen Melanocortine 
Repector 1A (MCR1A) ovina y caprina cuya proteína intervienen en el color de la capa (Deng 
et  al.,  2009;  Fontanesi  et  al.,  2009),  o  los  tres  receptores  de  la melatonina Melatonine 
Receptor 1A, 1B y 1C (MTNR1A, MTNR1B y MTNR1C). 
Es  interesante  pensar  en  estos  receptores  de  la  hormona N‐acetil‐5‐metoxitriptamina 
(melatonina)  como  genes  candidatos  funcionales  que  pudieran  estar  afectando  a  la 
estacionalidad en ovino. El gen MTNR1A (alias MT1 o Mel1A) y el gen MTNR1B (alias MT2 o 
Mel1B) están presentes en humanos y otros mamíferos (Reppert et al., 1996) mientras que 
el subtipo Mel1C (o MTNR1C) sólo se ha identificado en anfibios y aves (Sugden et al., 2004) 
y su ortólogo en mamíferos corresponde al gen GPR50 (Dufourny et al., 2008).  
En mamíferos,  los receptores de melatonina se encuentran en el encéfalo y en algunos 
órganos periféricos. Aunque hay una considerable variación en la densidad y localización de 
la  expresión  de  receptores  entre  las  distintas  especies  (Morgan  et  al.,  1994).  El  gen 
MTNR1A  se  encuentra  en  la  pars  tuberalis  (PT)  de  la  hipófisis  y  en  el  núcleo 
supraquiasmático  (NS)  del  hipotálamo  mientras  que  el  gen  MTNR1B  se  encuentra 
principalmente en la retina. 
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Los estudios de asociación en ovino con los genes MTNR1B y GPR50 son escasos y no se 
ha demostrado  tener  influencia sobre  la estacionalidad hasta  la  fecha  (Xiao et al., 2007). 
Polimorfismos en MTNR1B humano están asociados a la secreción de insulina (revisado en 
Müssig et al., 2010) causante de un aumento de glucemia y del riesgo de padecer diabetes 
de  tipo  II  (Bouatia‐Naji et al., 2009; Lyssenko et al., 2009; Prokopenko et al., 2009), y en 
procesos de relajación arterial coronaria en porcino (Tunstall et al., 2010). Actualmente se 
sabe que GPR50 no sólo no se une a la melatonina en mamíferos sino que inhibe la función 
del receptor de la melatonina 1A mediante heterodimerización. También se ha demostrado 
su  implicación como regulador del metabolismo energético  lipídico  (Bhattacharyya et al., 
2006;  Ivanova  et  al.,  2007)  y  además,  recientemente,  se  le  han  descrito  variantes 
polimórficas asociadas al trastorno afectivo bipolar en mujeres (Macintyre et al., 2010). 
Finalmente,  destaca  como  gen  candidato  el  receptor  de  la  hormona  melatonina  1A 
(MTNR1A) es un gen candidato muy polimórfico que ha sido estudiado en numerosas razas 
ovinas  y  parece  tener  con  influencia  demostrada  en  la  estacionalidad  reproductiva  en 
alguna  de  ellas  (Notter  y  Cockett.,  2005)  como  también  parece  tener  influencia  con  el 
tamaño de la camada en razas sin ovulación estacional (Chu et al., 2003). A continuación se 
va a realizar una breve revisión bibliográfica del gen MNTR1A objeto en esta Tesis Doctoral. 
3.2.1.1. Gen MNTR1A con influencia en Estacionalidad por fotoperiodo 
Del  abanico  de  genes  relacionados  con  la  actividad  reproductiva  estacional  se  ha 
propuesto repetidamente en ovino el gen candidato receptor de la melatonina subtipo 1A 
(conocido como MNTR1A, alias MT1 o Mel1A) que desempeña un papel clave en el control 
de la estacionalidad inducida por el fotoperiodo que es mediado por los niveles circadianos 
de la hormona melatonina. Se localizada en dos regiones específicas del cerebro. El núcleo 
supraquiasmático  (NS)  del  hipotálamo  parece  estar  implicado  en  el  ritmo  circadiano, 
mientras que la pars tuberalis (PT) de la hipófisis puede ser la responsable de los efectos en 
la reproducción causados por la melatonina. 
El gen MNTR1A está  formado por dos exones que codifican para una proteína de 366 
aminoácidos que pertenece a la familia de receptores que tienen como diana la hormona 
melatonina.  El  exón  1  codifica  para  el  dominio  N‐terminal  extracelular,  el  dominio 
transmembrana  1  y  el  primer  bucle  intracelular.  El  exón  2  codifica  para  el  resto  del 
receptor, donde se han detectado numerosas mutaciones, por  lo que el gen se describe 
como altamente polimórfico.  
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Destacan  las situadas en  las posiciones nucleotídicas 606 y 612 (Figura 3.7) que aunque 
son  silenciosas  se  pueden  caracterizar  porque  producen  dos  alelos  que  se  discriminan 
fácilmente con  las enzimas de restricción RsaI y MnlI, respectivamente. Los alelos se han 
pasado a denominar R y r para el locus RsaI y M y m para el locus MnlI, también llamados 
"(+)" y "(–)" para indicar presencia o ausencia de corte enzimático. La frecuencia de estos 
alelos ha sido estudiada en diversas poblaciones de  razas ovinas  (Tablas 3.2 y 3.3)  tanto 
estacionales  como  poco  estacionales,  bien  en  líneas  puras  o  cruces  entre  estas,  para 
asociarse  a  estacionalidad  reproductiva.  Como  hemos  mencionado  estos  SNPs  son 
silenciosos,  por  lo  que  el  efecto  detectado  sobre  la  estacionalidad  en  algunas  razas  no 
proviene de ellos en sí mismos sino por otro/s polimorfismo/s causal cercano que está en 
desequilibrio de ligamiento con una o ambas mutaciones. 
Figura 3.7. Estructura del gen MTNR1A donde se representa la región en exón 2 en el que aparecen 
los SNPs y las dianas de restricción RsaI y MnlI (recuadros) asociados a estacionalidad reproductiva. 
 
A  pesar  del  elevado  número  de  polimorfismos  encontrados  en  este  gen,  podemos 
generalizar en base a estos dos únicos SNPs que según la raza, las ovejas con al menos una 
copia de alelo M  (+)  tienen  tendencia a presentar mejores parámetros  reproductivos en 
fotoperiodo creciente de luz (anestro) que las portadoras únicamente del alelo m (–). En las 
razas donde ha aparecido significación estadística podemos concretar que en: 
•  Dorset  (cruzado  con  East  Friesian),  presenta  mayor  fertilidad  fuera  de  la  estación 
reproductiva, mayor presencia de ovulaciones espontáneas fuera de la estación, intervalos 
más cortos entre el primer y segundo parto y mayor precocidad al primer parto (P<0.05) y 
segundo parto (P<0.04) en ovejas con al menos una copia del alelo M (+) respecto las que 
únicamente portan el alelo m (–) en homocigosis (Mateescu et al., 2009). Algunos de estos 
efectos  se  detectaron  anteriormente  en  Dorset  cruzado  con  Rambouillet  y  Finnsheep 
(Notter et al., 2003). 
• Merino  d’Ârles,  existe  una  asociación  significativa  entre  el  genotipo mm  debido  al 
SNP612,  e  inactividad ovárica  en primavera.  En  cambio, no  se  estableció  asociación del 
SNP606 a estacionalidad debido a que el alelo R estaba fijado en esta población (Pelletier et 
al.,  2000) muy  similar  a  lo  que  ocurre  en  la  raza Awassi  (Faigl  et  al.,  2008),  altamente 
diana Rsa I dianaMnl I
Exón 2Exón 1Promotor
3’5’
SPN 606 SNP 612
G >AC >T
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seleccionada para  la producción de  leche. Contrariamente, este mismo alelo apenas está 
fijado en la raza Sarda de origen Mediterráneo (Carcangiu et al., 2009), cuyos loci por RsaI 
no segregan en proporciones mendelianas (1:2:1) siendo mayoritario el genotipo RR. 
• Small Tail Han, presenta ambos genotipos MM y RR asociados a anestro estacional y 
también son significativos  los genotipos mm y rr en ovejas con marcado estro estacional, 
dentro de la misma raza (Chu et al., 2006). También se encontraron diferencias en tamaño 
de camada en 1º y 2ª parto asociados al genotipo rr, ligeramente de menor tamaño (Chu et 
al., 2003), pero no fue significativo para ninguna combinación de ambos alelos. 
Contrariamente, estos mismos autores no encuentran una relación clara para el carácter 
estacionalidad en otras razas estudiadas como Îlle de France (Hernández et al., 2005) o  la 
raza Hu (Chu et al., 2006) entre otras (ver tablas 3.2 y 3.3) por lo que la discusión sobre los 
alelos del gen MTNR1A vinculados al carácter y por tanto, a la existencia de desequilibrio de 
ligamiento con la mutación causal responsable en otra región de este gen o próxima a este 
sigue  abierta.  Mientras  se  suceden  posibles  explicaciones  a  las  hipótesis  formuladas 
aludiendo a factores más teóricos como son  la raza en relación a su origen, ambiente en 
que se desarrolló o tipo de selección realizada sobre esta, bien por su pelaje, su condición 
cárnica o su aptitud lechera. 
También  ha  sido  evaluada  la  asociación  entre  los  tratamientos  con  implantes  de 
melatonina y los alelos de este gen (Nowak y Rodway, 1985; Mura et al., 2009). Parece ser 
que en  la raza Sarda se produce un adelanto de  la pubertad entre 1 y 3 semanas de  las 
ovejas  tratadas  con  tan  sólo  un  implante  de melatonina  además  de  presentar mayor 
número  de  partos  en  Febrero,  comparado  con  grupos  control.  Y  aparentemente,  el 
tratamiento con melatonina también es más efectivo cuando se presenta el genotipo MM 
que cuando se dan los genotipos Mm o mm (Mura et al., 2009). 
A  la vista de  los resultados previos en  los que parece que  la  implicación de estos alelos 
está muy condicionada a la raza y su ambiente, se ha propuesto como uno de los objetivos 
de  este  estudio  la  búsqueda  de polimorfismos  en  el  gen MTNR1A  en  la  raza RAA  para 
asociarlos al carácter estacionalidad reproductiva en nuestras condiciones de cría. 
 
Ya que la respuesta a la melatonina y la expresión de MTNR1A no es la única vía de acción 
de los ritmos circadianos con interés biológico sino una más de las múltiples posibles, no se 
descarta  en  el  futuro  el  abordar  genes  implicados  en  nuevas  rutas  metabólicas  que 
parezcan tener una aplicación interesante para el al sector productivo ganadero. 
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Tabla 3.2. Frecuencia del SNP606 (diana RsaI) y sus genotipos en las diferentes razas estudiadas. 
Alelos Genotipos 
Raza N Referencia 
R (+)  r (-) RR Rr rr 
0.00 1.00 0.00 0.00 1.00 Texel 1 Messer et al., 1997 
0.00 1.00 0.00 0.00 1.00 Coopworth 4 Messer et al., 1997 
0.25 0.75 0.00 0.50 0.50 Israel-Assaf 2 Notter et al.,2005 
0.03 0.97 0.02 0.50 0.48 Columbia 57 Notter et al., 2005 
0.08 0.92 0.04 0.50 0.46 Suffolk 18 Messer et al., 1997 
0.35 0.65 0.14 0.43 0.43 Dorset 119 Mateescu et al., 2009 
0.20 0.80 0.10 0.50 0.40 Israel-Improved-Awassi 9 Notter et al.,2005 
0.31 0.69 0.16 0.50 0.35 Israel-Local-Awassi 7 Notter et al.,2005 
0.34 0.66 0.17 0.50 0.33 Tech-OOS 362 Notter et al., 2005 
0.39 0.61 0.20 0.50 0.31 White-faced crossed 36 Messer et al., 1997 
0.52 0.48 0.26 0.50 0.24 Han 150 Chu et al., 2003 
0.57 0.43 0.29 0.50 0.22 Hampshire 79 Notter et al., 2005 
0.66 0.34 0.54 0.26 0.21 Sarda-milk 400 Carcangiu et al., 2009 
0.64 0.36 0.32 0.50 0.18 Cornell-Dorset 24 Notter et al., 2005 
0.65 0.35 0.48 0.34 0.18 Sarda_Grupo 1 141 Mura et al., 2009 
0.67 0.33 0.52 0.30 0.18 Sarda_Grupo 0 141 Mura et al., 2009 
0.68 0.32 0.53 0.30 0.17 Sarda_Grupo Media 423 Mura et al., 2009 
0.73 0.27 0.60 0.25 0.15 Sarda_Grupo 2 141 Mura et al., 2009 
0.76 0.24 0.38 0.50 0.12 Tisdale-Polypay 19 Notter et al., 2005 
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Tabla 3.3: Frecuencia del SNP612 (diana MnlI) y sus genotipos en las diferentes razas estudiadas. 
Alelos Genotipos 
Raza N Referencias 
M (+) m (-) MM Mm mm 
0.07 0.93 0.04 0.50 0.47 Israel-Local-Awassi 7 Notter et al.,2005 
0.20 0.80 0.20 0.00 0.80 Merino-Romanov 39 Kazcor et al., 2006 
0.31 0.69 0.16 0.50 0.35 CornellDorset 24 Notter et al., 2005 
0.39 0.61 0.20 0.50 0.31 Hampshire 79 Notter et al.,2005 
0.42 0.58 0.21 0.50 0.29 White-faced crossed 36 Messer et al., 1997 
0.42 0.58 0.21 0.50 0.29 Tech-OOS 362 Notter et al., 2005 
0.45 0.55 0.28 0.34 0.38 Îlle-de-France 29 Pelletier et al., 2000 
0.47 0.53 0.24 0.50 0.27 Tisdale-Polypay 19 Notter et al., 2005 
0.50 0.50 0.29 0.42 0.29 Merino d'Arles L 36 Pelletier et al., 2000 
0.50 0.50 0.25 0.50 0.25 Texel 1 Messer et al., 1997 
0.50 0.50 0.25 0.50 0.25 Israel-Assaf 2 Notter et al.,2005 
0.60 0.40 0.60 0.00 0.40 Suffolk 59 Kazcor et al., 2006 
0.64 0.37 0.53 0.23 0.24 Olkiuska prolifico 70 Kazcor et al., 2006 
0.63 0.37 0.32 0.50 0.19 Merino d'Arles 109 Pelletier et al., 2000 
0.64 0.36 0.42 0.44 0.14 Dorset x East Friesian 119 Mateescu et al., 2009 
0.67 0.33 0.34 0.50 0.17 Suffolk 18 Messer et al., 1997 
0.67 0.33 0.34 0.50 0.17 Israel-Improved-Awassi 9 Notter et al.,2005 
0.68 0.32 0.47 0.42 0.11 Polish mountain 19 Kazcor et al., 2006 
0.69 0.31 0.57 0.24 0.19 Sarda_Grupo 1 141 Mura et al., 2009 
0.72 0.29 0.62 0.19 0.19 Sarda Grupo 423 Mura et al., 2009 
0.71 0.29 0.36 0.50 0.15 Greyface-XB 12 Barret et al., 1997 
0.75 0.25 0.38 0.50 0.13 Coopworth 4 Messer et al., 1997 
0.75 0.25 0.38 0.50 0.13 Soay 6 Barret et al., 1997 
0.75 0.25 0.38 0.50 0.13 Han 150 Chu et al., 2003 
0.76 0.24 0.53 0.47 0.00 Merino d'Arles H 36 Pelletier et al., 2000 
0.78 0.22 0.68 0.21 0.12 Sarda-leche 400 Carcangiu et al., 2009 
0.78 0.22 0.39 0.50 0.11 Small Tail Han 239 Chu et al., 2006 
0.79 0.21 - - - Karakul 100 Shahroudi et al., 2006 
0.84 0.16 0.42 0.50 0.08 Columbia 57 Notter et al., 2005 
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4.1. Material animal 
4.1.1. Muestras para la búsqueda de nuevos polimorfismos 
Asociación a Prolificidad: La selección inicial de animales se realizó a partir del Catálogo 
de reproductores de 2006 de Carnes Oviaragón SCL, eligiéndose  los tres mejores machos 
del mismo, así como  tres hembras con valores genéticos negativos para prolificidad que 
presentaban  al menos  5  partos  simples.  En  concreto,  estos machos  presentaban  unos 
valores  genéticos  para  prolificidad  de  2.24,  1.68  y  1.52  en  desviaciones  estándar  de  la 
media. En estos seis animales se secuenció en su totalidad la zona codificante de los genes 
BMP15, GDF9 y BMPR1B relacionados con prolificidad, así como la zona codificante del gen 
MNTR1A asociado a estacionalidad reproductiva y gran parte de su promotor. 
Una  vez  identificados  varios  polimorfismos  en  estos  genes  y  tras  identificar  el 
polimorfismo relacionado con el fenotipo prolífico FecX R en el gen BMP15 (apartado 5.1.1 ) 
se  procedió  a  genotipar  animales  de  elevado  VGE  para  prolificidad  pertenecientes  al 
esquema. En total se analizaron 70 machos pertenecientes al ATPSYRA  del CTA (Centro de 
Transferencia  Agroalimentaria  del  Departamento  de  Agricultura  y  Alimentación  del 
Gobierno de Aragón);  39 machos y 42 hembras procedentes del programa “Transferencia 
de Embriones y Superovulación” (MOET) llevado a cabo en el CITA y que a su vez estaban 
valorados  genéticamente  para  el  carácter  prolificidad;  63  hembras  pertenecientes  a  un 
rebaños  conectados  por  inseminación  artificial  (IA)  del  esquema  con  antecedentes 
prolíficos; y 140 hembras con valores genéticos negativos para prolificidad. 
Igualmente, para la búsqueda de nuevas mutaciones relacionadas con los genes BMP15 y 
GDF9 que pudieran estar afectando al carácter prolificidad en RAA, se desarrolló un panel 
de 29 animales que presentaban diferentes características para ser cribados mediante  la 
técnica  “Single  Strand  Conformation  Polymorphisms”  (SSCP)  (Tabla  4.1).  El  panel  estaba 
compuesto por 14 machos del catálogo de 2006 con los VGEs positivos y 15 hembras de las 
cuales nueve eran  las mejores del catálogo 2006 que no portaban el nuevo alelo FecX R, 
cuatro eran  corderas procedentes de una experiencia  llevada  a  cabo en el CITA para el 
cálculo de  la  tasa de ovulación  (TO) en hembras  FecX  R  (ver  tabla 4.1,  criterio  TO), una 
hembra estéril (por criterio distinto al de homocigosidad para FecX R y/o freemartinismo), y 
una hembra de raza Lacaune con genotipo prolífico FecX L/FecX + causada por la mutación 
C53Y del gen BMP15, descrita en Bodin et al. (2007). 
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Tabla 4.1. Panel de animales utilizados en la búsqueda de polimorfismos mediante PCR-SSCP. Su 
elección corresponde a diversos criterios como son valores genéticos estimados (VGE) para 
prolificidad, el cálculo de la TO (1) y la ausencia del alelo FecX R del gen BMP15. 
 Id. Crotal VGE Prolificidad Sexo alelo BMP15 Comentario 
1 802 19.30 Macho FecX+ Catálogo 2006 
2 699 15.50 Macho FecX+ Catálogo 2006 
3 005 12.99 Macho FecX+ Catálogo 2006 
4 227 12.94 Macho FecX+ Catálogo 2006 
5 663 11.31 Macho FecX+ Catálogo 2006 
6 625 11.10 Macho FecX+ Catálogo 2006 
7 754 10.68 Macho FecX+ Catálogo 2006 
8 805 10.46 Macho FecX+ Catálogo 2006 
9 926 9.78 Macho FecX+ Catálogo 2006 
10 753 8.00 Macho FecX+ Catálogo 2006 
11 72437 7.37 Macho FecX R Catálogo 2006 
12 577 4.69 Macho FecX R Catálogo 2006 
13 583 4.17 Macho FecX+ Catálogo 2006 
14 617 2.77 Macho FecX+ Catálogo 2006 
15 T52421697 22.56 Hembra FecX+/+ Catálogo 2006 
16 H11999856 22.29 Hembra FecX+/+ Catálogo 2006 
17 H32721296 20.84 Hembra FecX+/+ Catálogo 2006 
18 H11298807 20.28 Hembra FecX+/+ Catálogo 2006 
19 Z15121309 19.56 Hembra FecX+/+ Catálogo 2006 
20 H11423096 19.14 Hembra FecX+/+ Catálogo 2006 
21 H32721305 18.20 Hembra FecX+/+ Catálogo 2006 
22 H32806534 18.02 Hembra FecX+/+ Catálogo 2006 
23 T52806999 17.95 Hembra FecX+/+ Catálogo 2006 
24 85691 - Hembra FecX R /+ (*) Criterio TO  
25 05207 - Hembra FecX R /+ (*) Criterio TO 
27 85672 - Hembra FecX R /+ (*) Criterio TO 
28 85641 - Hembra FecX R /+ (*) Criterio TO 
29 00305 - Hembra FecX R /+ (1)  Estéril  
30 Lacaune - Hembra FecX L/+ (2)  Referencia  
               (*)  Corderas que no presentaron cuerpos lúteos en la primera laparoscopia realizada a los 331± 11días. 
                      Tampoco en la 2ª y/o 3ª medición y que además fueron diagnosticadas con genotipo prolífico FecX R/+. 
               (1)  Hembra estéril por origen desconocido, diferente al de homocigosis para FecX R y/o freemartinismo. 
               (2)  Hembra de raza Lacaune con genotipo prolífico FecXL/+ por BMP15C53Y descrito en Bodin et al., (2007). 
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Se procedió al barrido  completo de  las  regiones exónicas para  los dos genes BMP15 y 
GDF9  de  estas  29 muestras,  como  análisis  exploratorio  a  la  hora  de  encontrar  nuevos 
polimorfismos  que  pudieran  ser  de  interés.  Las  condiciones  de  PCRs  utilizadas  para  el 
barrido de cada gen están descritas en el apartado 4.2.2. Además, en este lote de animales 
se  incluyeron  los  14  mejores  sementales  para  prolificidad  del  catálogo  de  2006  con 
excepción de los tres mejores, que ya fueron caracterizados por secuenciación a partir del 
producto obtenido directamente por PCR. 
Asociación  a  ciclicidad  ovulatoria  en  contraestación  reproductiva:  La  elección  de 
animales  que  se  secuenciaron  para  la  búsqueda  de  nuevas mutaciones  se  llevó  a  cabo 
eligiendo: A) Animales extremos para el carácter prolificidad según su VGE y fiabilidad que 
no fuesen portadores de FecX R (N=5); B) Animales extremos para el carácter ciclicidad fuera 
de estación como medida de estacionalidad pertenecientes a un diseño familiar de medio‐
hermanas  (N=6,  2  ovejas  de  cada  familia).  La  ciclicidad  entendida  como  medida  de 
estacionalidad se describe detalladamente el apartado. 4.4.3 del material y métodos. 
4.1.2. Muestras los estudios de asociación con Prolificidad 
Para confirmar la asociación del alelo FecX R a un incremento en prolificidad se realizó un 
diseño  de  genotipado  selectivo  (apartado  4.2.6.)  sobre  un  panel  compuesto  por  207 
hembras de Rasa Aragonesa, las cuales hubiesen tenido un mínimo de 5 partos simples y a 
su vez presentasen VGEs extremos para el carácter prolificidad, obtenidos de la evaluación 
BLUP realizada en 2006 sobre el núcleo de selección del esquema de Carnes Oviaragón SCL 
(Figura 4.1). 
Figura 4.1. Esquema del diseño animal utilizado en el genotipado selectivo para los estudios de 
asociación pertenecientes al núcleo de selección de Oviaragón SCL (L: cola baja; H: cola alta). 
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De estas hembras, 97 pertenecían a la cola alta de la distribución (H) de valores genéticos 
estimados de prolificidad en   un  rango  igual o  superior a +0.10  (N= 97; VGE= 1.5; +0.98 
desviaciones estándar), y 110 pertenecían a la cola baja (L) con un valor genético menor o 
igual de –0.10 (N= 110; VGE= 1.11; equivalente a una desviación estándar de –0.76), lo cual 
corresponde a hembras situadas en el 1.17% de las mejores y 1.09% peores del núcleo de 
selección compuesto por 108805 hembras. Posteriormente, el panel  inicial se  incrementó 
añadiendo 30 animales a la cola alta para nuevos estudios asociados a prolificidad. 
4.1.3. Muestras para el estudio de la frecuencia de FecX R 
Con el objetivo de estudiar  la  frecuencia del alelo FecX R, así como detectar hembras y 
machos  portadores  del mismo  en  las  explotaciones  interesadas  del  grupo UPRA Carnes 
Oviaragón SCL, se analizó la frecuencia del alelo de interés en Centros de inseminación y 6 
ganaderías piloto pertenecientes al esquema de selección que presentaban los valores más 
elevados para el  carácter prolificidad  (Tabla 4.2). Por una  lado  se genotiparon  todos  los 
machos reproductores presentes en todas las ganaderías asociadas y los machos utilizados 
para IA ubicados en el ATPSYRA del CTA, así como los situados en la finca “El Chantre” de la 
Diputación Provincial de Teruel.  
También se ha estudiado la frecuencia del alelo FecX R en hembras de 6 explotaciones con 
una prolificidad media de entre 1.516 y 1.590,  superior a  la media general de  todas  las 
ganaderías controladas por la cooperativa que se sitúa actualmente en 1.347 (Tabla 4.2). En 
total se han analizado 2122 machos de 73 explotaciones con  la siguiente estructura en  la 
comunidad aragonesa: Huesca: 477 animales de 27 explotaciones; Zaragoza: 1309 animales 
de 29 explotaciones; Teruel: 336 animales de 15 explotaciones. Igualmente, se analizaron 
77 y 35 machos, pertenecientes al ATPSYRA y “El Chantre”, respectivamente. 
Tabla 4.2. Ganaderías piloto del esquema de selección elegidas para el estudio de frecuencias del 
alelo FecX R con su valor medio de prolificidad (P) y número de animales genotipados (N). 
Ganadería N P 
H109 521 1.590 
Z201 153 1.545 
H321 175 1.542 
H327 332 1.531 
Z202 1613 1.527 
Z221 677 1.516 
Total/Promedio 3471 1.536 
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4.1.4. Muestras para el estudio de animales Freemartin y PCR dúplex 
Para  la  puesta  a  punto  de  la  PCR‐dúplex  y  detección  de  animales  Freemartin  (1)  se 
utilizaron 500 animales adultos pertenecientes al esquema (250 hembras y 250 machos), a 
los que  también se  les genotipó para el  fragmento del gen Amelogenina  (Dervishi et al., 
2008),  anteriormente empleado para  la determinación del  sexo  genético  en embriones. 
Posteriormente, se genotiparon 195 hembras jóvenes candidatas a ser ovejas de reemplazo 
para determinar el sexo genotípico y la presencia de FecX R, de las cuales 113 procedían de 
siete rebaños comerciales diferentes y 82 hembras a un rebaño experimental del CITA de 
Aragón portadoras del alelo FecX R pertenecientes a tres familias de medio‐hermanas. Por 
último, de los machos genotipados para estudiar la frecuencia del alelo FecX R, 1554 machos 
se genotiparon mediante la PCR‐dúplex. Igualmente, las hembras de las 6 ganaderías piloto 
pertenecientes al esquema de selección también se genotiparon mediante la PCR‐dúplex, lo 
que nos permitió la detección de hembras freemartin en estas ganaderías. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(1) Freemartinismo: Una hembra freemartin es una hembra estéril que proviene de una gestación doble o 
múltiple con al menos 1 macho. La causa de freemartinismo no se conoce exactamente aunque sí se sabe 
que produce una anastomatosis entre las placentas que conlleva a un intercambio de hormonas, células y 
demás factores sanguíneos entre fetos de uno u otro sexo, ya que comparten la sangre fetal. En fetos hembra 
freemartin se ve afectado el desarrollo embrionario y fetal de su tracto reproductor provocando infertilidad 
funcional en estado adulto, mientras que los machos afectados por este síndrome no padecerán dicha 
infertilidad. En ovino criado en condiciones normales de explotación la incidencia de hembras Freemartin es 
baja, pero en bovino el 85-95% aproximadamente de los partos gemelares con un ternero de cada sexo, causa 
en el feto XX infertilidad por freemartinismo. Cualquiera de los fetos freemartin de parto múltiple puede 
presentar un cierto grado de quimerismo en las células sanguíneas nucleadas. Por este motivo, es 
relativamente fácil detectar si un animal es freemartin o no con un análisis PCR a partir de ADN extraído de 
células sanguíneas. La técnica consiste en amplificar un fragmento de ADN específico del cromosoma Y. De 
esta manera la presencia de dicho fragmento específico en una hembra genotípica indicaría quimerismo con 
células sanguíneas de un hermano macho XY, y por lo tanto esterilidad, estableciendo una diferencia entre 
sexo genético y sexo fenotípico por freemartinismo. 
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4.1.5. Muestras para el estudio de Estacionalidad Reproductiva 
Se utilizaron un total de 80 ovejas pertenecientes a tres familias de medio‐hermanas con 
26,  25  y  29  animales  por  familia  que  se  han  representado  por  los machos  A,  B  y  C, 
respectivamente. La particularidad de estas familias de medio‐hermanas es que todas ellas 
eran portadoras del alelo FecX R, de manera que constituyesen un lote lo más homogéneo 
posible en cuanto a presencia del genotipo prolífico de RAA, edad, condición corporal, y 
mismas condiciones de manejo y alimentación. Sobre este material  también  se  tomaron 
medidas  de  prolificidad  y  TO  para  futuros  estudios.  Por  otro  lado,  los  machos  eran 
heterocigotos para los SNPs 606 y 612. 
Como medida de estacionalidad, se procedió a la recogida de datos sobre la detección de 
celos en período de anestro estacional en nuestras condiciones de explotación. Para este 
fin, el lote de 80 ovejas fue observado a diario para el control de celos desde enero hasta 
agosto de 2009. Como detectores de la actividad sexual de las hembras en celo se utilizaron 
cuatro carneros vasectomizados los cuales fueron provistos de arneses con un marcador de 
color  amarrado  al  abdomen.  De  esta  forma,  tras  la  monta  natural  se  identificaban 
visualmente las ovejas que iban saliendo en celo con una marca de color en la grupa. Para 
no confundir las marcas de celos en el tiempo se procedió al cambio de color del marcador 
de  los  arneses  cada  2  semanas,  pues  los  ciclos  ovulatorios  se  suceden  cada  17  días, 
aproximadamente. 
4.2. Caracterización molecular de genes candidatos 
Para aislar y caracterizar molecularmente los genes de interés se han llevado a cabo una 
serie de técnicas propias de la genética molecular que son comúnmente utilizadas en esta 
disciplina.  A  continuación  se  van  a  exponer  resumidamente  dichas  técnicas  haciendo 
referencia  a  los protocolos o  kits utilizados en el  laboratorio para  la extracción de ADN 
genómico a partir de muestras de sangre, su cuantificación, purificación, amplificación por 
PCR y separación en gel de agarosa. Seguidamente se detallarán los protocolos que se han 
puesto a punto para el aislamiento y caracterización de fragmentos de ADN de  los genes 
BMP15, GDF9, BMPR1B y MNTR1A en la raza ovina RAA. 
Extracción de ADN: La extracción de ADN total de calidad se realizó a partir de muestras 
de sangre conservadas en EDTA mediante el protocolo “salting out” de Miller et al. (1998) 
que  consiste en  incubar  leucocitos  lavados procedentes de  la  sangre  con proteinasa K y 
otros agentes caotrópicos que ayudan en la lisis de las membranas celulares. Tras precipitar 
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los restos celulares mediante centrifugación en una solución saturada de NaCl, el ADN en 
disolución se precipita con etanol absoluto, se lava y se resuspende en agua Milli‐Q. 
Igualmente, para los estudios de la frecuencia del alelo FecX R en la población de RAA de 
muestras  se  procedió  a  extracciones  de  ADN  en  placas  de  96  pocillos  asistido  por  un 
extractor semiautomático con bomba de vacío modelo 6100 Nucleic Acid PreStation de Abi 
Prism® y kit comercial BloodPrep™ de Applied Biosystems®. Este protocolo de extracción 
consiste en una 1ª incubación con proteinasa K y agentes caotrópicos que provocan la lisis 
celular y prepara la muestra para posteriores pasos. La adición de etanol en el 2º paso de 
extracción crea las condiciones necesarias de unión del ADN a las partículas de sílica de las 
membranas de  la placa de  96 pocillos.  Los  contaminantes presentes  en  la muestra  son 
eliminados  mediante  sucesivos  lavados  de  la  columna  con  diferentes  soluciones 
comerciales. Finalmente el ADN es eluido específicamente en una solución tamponadora de 
baja fuerza  iónica y pH  ligeramente alcalino. Para el mismo propósito también se empleó 
un método menos costoso basado en la extracción con resina quelante de cationes Chelex‐
100 de Biotools®, actualmente descatalogada. 
Para el genotipado puntual de muestras también se utilizaron kits de extracción rápida de 
ADN basados en minicolumnas con membranas de unión del ADN como el BloodClean® de 
Biotools, NucleoSpin®  de Machery‐Nagel  o Dneasy®  de Qiagen,  con  un  ratio  eficiencia‐
coste‐pureza  elevado,  y  con  una  tecnología  basada  en  la  digestión  con  proteinasa  K,  y 
posterior filtrado a través de columnas con membranas de sílica mediante centrifugación. 
Cuantificación de ADN total: Tras la extracción de ADN fue necesario saber la cantidad y 
calidad del ADN extraído de las muestras de mayor valor o de las que causaron fallos en la 
amplificación  por  PCR.  La  concentración  del  ADN  en  solución  acuosa  fue  estimada 
indistintamente  en  los  espectrofotómetros  Cecil‐CE2501®  de  BioQuest  y/o 
NanoPhotometer® de IMPLEN, mediante la medida de la densidad óptica (DO) a 260nm. La 
presencia  proteínas  y  otros  inhibidores  de  la  PCR  se  estimó  a  partir  de  los  ratios  de 
absorbancia 260/280 y 260/250 considerando valores aceptables de 1.8±0.2 y de 2.0±0.2, 
respectivamente. 
Amplificación por PCR: La reacción de PCR se llevó a cabo siguiendo un protocolo estándar 
en un volumen de 25µl con la siguiente mezcla de reactivos (Biotools® , España): 45‐100 ng 
de ADN genómico, 200 µM de la mezcla de los 4 dNTPs, 5 pmols de cada oligonucleótido o 
cebadores, 2‐2.5 mM de MgCl2, 50 mM de KCl, 10 mM de Tris‐HCl, 0.1% de Triton X‐100, 
Taq‐polimerasa 0.5 U y el resto hasta 25µl de H2O Milli‐Q. En todos  los experimentos de 
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PCR  se  incluyeron  controles  negativos.  Para  ver  en  detalle  la  talla  de  los  fragmentos 
amplificados con éxito,  la secuencia de los cebadores empleados, así como  las cantidades 
utilizadas de ADN y MgCl2 para cada fragmento amplificado ver el apartado 4.2.1. También 
se  emplearon  ciclos  de  amplificación  estándar  (35x)  en  termocicladores  de  tres  tipos: 
monobloque sencillo modelo PCR System 9700 (GeneAmp®), monobloque para gradientes 
de  temperatura  (T), modelo MasterCycler‐Gradient  (Eppendorf®) y  termociclador de  tres 
bloques independientes T3000 Thermoclycler (Biometra®). Las Tª de hibridación (TH) están 
descritas en las tablas de especificaciones para cada gen (Tablas 4.4 a 4.11). 
Separación de fragmentos de ADN: El análisis de  los fragmentos o productos generados 
por PCR se separaron mediante cubetas de electroforesis horizontal BioRad® en geles de 
agarosa teñidos con bromuro de etidio (BrEt) 1:2 (p:v) por cada 100ml de gel. La agarosa se 
disolvió en tampón iónico TBE 0.5X pH= 8.3, preparado a partir de una solución madre TBE 
(Tris‐Bórico 0.045mM, EDTA 1mM). Para verificar el tamaño de los productos amplificados 
se utilizó marcador de talla de 1kb y de 100pb de Biotools. Los fragmentos se visualizaron 
en un transiluminador de rayos UV con cámara fotográfica acoplada modelo Gel Doc 2000 
de BioRad® y se analizaron con el software Quantity One 4.5.0 del fabricante. 
Purificación:  Previamente  a  la  secuenciación  de  los  fragmentos  interés  fue  necesario 
eliminar el máximo de impurezas presente en el producto PCR, debidas normalmente a la 
presencia de proteínas, cebadores u otras sales utilizadas, así como de agarosa cuando los 
fragmentos fueron cortados y extraídos directamente de un gel. Así, para PCRs inespecíficas 
en  las  que  además  del  fragmento  de  ADN  objetivo  se  amplifican  otros  fragmentos 
inespecíficos se realizó la extracción recortando las bandas de interés del gel de agarosa y 
purificando los fragmentos mediante kits comerciales, como el QIAquick® Spin de QUIAGEN 
o  el  Gel  DNA  Recovery  de  Vivantis.  En  el  caso  de  una  PCR  altamente  específica,  la 
purificación  del  fragmento  amplificado  se  realizó  directamente mediante  un  protocolo 
estándar utilizando etanol/isopropanol como agente precipitante, o bien mediante los Kits 
comerciales PCR CleanUp de Vivanteis o QIAquick® Spin de QUIAGEN. 
Secuenciación: Para determinar el orden de los nucleótidos (A, T, G y C) de los fragmentos 
amplificados y  la presencia de polimorfismos se empleó  la secuenciación automática por 
electroforesis  capilar.  Las muestras  fueron preparadas y enviadas  según especificaciones 
del  SSA(*)  del  CIB‐CSIC  de  Madrid  (Tabla  4.3).  Una  vez  recibidos  los  cromatogramas, 
archivos  donde  se  registran  los  picos  de  fluorescencia  de  las  bases  nucleotídicas,  se 
analizaron las secuencias nucleotídicas bioinformáticamente (Apdo. 4.3). 
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(*).Fuente: Servicio de Secuenciación Automática de ADN, CIB‐CSIC).
El  volumen de ADN enviado es de 10 μl a la concentración detallada. 
A este volumen añadir 1 μl de cada cebador 5 μM. 
Tabla 4.3. Concentración en función de la talla de los 
fragmentos de ADN amplificado, necesarios para 
secuenciación por cromatografía capilar, según el SSA del 
CIB-CSIC  
 
 
 
 
4.2.1. Búsqueda de Polimorfismos por PCR 
En este trabajo se ha utilizado la estrategia del gen candidato que consiste en centrar el 
estudio en uno o varios genes elegidos según criterios de función y/o posición en regiones 
genómicas donde estudios previos de QTLs han detectado variación fenotípica del carácter 
estudiado, y la búsqueda de variantes genéticas que puedan explicar la variación fenotípica 
del carácter. Esta aproximación puede hacer uso de la información derivada de los mapas 
genéticos y de  las secuencias nucleotídicas de  la especie en cuestión, en este caso de  la 
especie ovina, o bien de los análisis genómicos de otras especies modelo (humana, ratón, 
bovino…)  en  las  que  los mapas  están más  desarrollados,  infiriendo  similitud mediante 
cartografía u ortología comparativa los resultados de localización de QTL’s o de asociación 
de genes. 
En el presente trabajo se compararon secuencias de ADN de las especies humana, bovina 
y  ovina  utilizando  herramientas  bioinformáticas  que  la  página  Web  del  CMAP 
«http://sphinx.vet.unimelb.edu.au/cmap/». Por otro  lado, para el diseño de cebadores se 
utilizaron secuencias nucleotídicas depositadas en  la base de datos del GenBank y desde 
Febrero 2009 en  la base de datos de CSIRO donde  se ha volcado el primer borrador no 
virtual  del  genoma  ovino  v1.0  (http://www.livestockgenomics.csiro.au/sheep/).  Los 
cebadores se diseñaron mediante el programa informático Primer 3 tratando de acotar las 
regiones exónicas de los genes de interés específicas de Ovis aries, y si esto no era posible, 
se  situaron en  las  regiones  lo más  conservadas posibles entre  las especies Bos  taurus  y 
Homo sapiens. Las figuras que vienen a continuación (Figuras 4.2, 4.3, 4.4 y 4.5) muestran la 
estructura  intrón‐exón  de  los  genes  candidatos  BMPR1B,  BMP15,  GDF9  y  MTNR1A, 
respectivamente, así  como  la estrategia de amplificación  seguida  y  la  localización de  los 
cebadores de  las diferentes PCR que amplifican  las regiones exónicas de dichos genes. A 
continuación  de  cada  figura  aparece  la  correspondiente  tabla  donde  se  muestra  la 
secuencia  de  los  cebadores  u  oligonucleótidos  que  han  resultado  exitosos  en  la 
Productos PCR   
(pb) 
Concentración   
(ng / μl) 
< 500 10 
500 – 1000 20 
1000 – 1500 30 
1500 – 2500 40 
2000 – 4000 50 
> 4000 100 
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amplificación de  los diferentes fragmentos (Tablas 4.4 a 4.10). También se detalla  la talla 
del  fragmento  amplificado  (pb),  la  temperatura  de  hibridación  (TH),  y  las  cantidades 
requeridas de ADN molde (ng) y MgCl2 (mM) para cada reacción de PCR. 
Figura 4.2. Fragmentos amplificados mediante PCR cubriendo las zonas exónicas del gen BMPR1B y 
cebadores inespecíficos situados en las regiones intrónicas (1). 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
5’ 3’
 
(1) Para el gen BMPR1B los cebadores se situaron en las regiones intrónicas a partir de la homología comparativa entre 
bovino y humana ya que no existían secuencias intrónicas del gen en ovino depositadas en la base de datos. 
Concretamente se alinearon las secuencias del transcrito de 10 exones (Id. ENST00000394931 Ensembl Human vs. Id. 
ENSBTAT00000002690 Ensembl Cow), ya que en el momento de iniciar este estudio sólo se disponía de la secuencia de 
ovina de ARNm. 
 
Tabla 4.4. Oligonucleótidos y condiciones de amplificación de las PCRs que amplifican los distintos 
exones del gen BMPR1B (alias Booroola). 
Exón Identificador 5’- oligonucleótido -3’ Talla (pb) 
TH  
(ºC) 
ADN  
(ng) 
MgCl2 
 (mM) 
1 BO1_1F BO1_1R 
CAGCAAACTTCCTTGATAACA 
TTTGCAGGTTGGTCATTATCAA 177 53.0 30 2 
2+3 BO23_2F  BO23_1R  
CCTGTTTGATCTTTAGCACAGA 
GGAAGGCTCACAGGCTGGATA 762 55.0 60 2 
4 BO4_F   BO4_R   
GGTTAGCAAGCAGTTTGAGGA 
CAGGTAAGTTTCCAACACATGG 209 55.0 30 2 
5 BO5_F   BO5_R  
CGTTTTCTTCCTTTGTGCATC 
TCCCTCTGCTGGTATGAGA 173 55.0 30 2 
6 BO6_F   BO6_R  
AACAGTGTGTTGGGGGATTT 
TCAGGGTTTCCTAGCTTTCC 281 55.0 30 2 
7 BO7_F   BO7_R  
TGACAAAGGATGATCGTTGAA 
GGATATTTAGTGGAGGAGGAATG 498 53.5 30 2 
8 BO8_F   BO8_R  
CCTTAGTGACACGAATGAAG 
GATGAGTATCAGGAGGTAAG 296 54.5 30 2 
9 BO9_F   BO9_R  
CATATTTTCAGGTATAGTGGA 
GGAGCAGCGACGAGGTGAGG 339 51.8 30 2.5 
10 BO10_F   BO10_R 
GTGCCAGCCTTACAGATCAT 
CTGTTTGTGGGCAGAGCA 250 55.0 30 2 
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Figura 4.3. Fragmentos amplificados mediante PCR (b1: GenBank núm. AF2306078; b2: GenBank 
núm. AF2306079.1) que contienen las zonas exónicas del gen BMP15 para su posterior 
secuenciación. 
Exón 1 Exón 2
b1 b2
5’ 3’
PROTEíNA MADURA
 
Tabla 4.5. Oligonucleótidos y condiciones de amplificación de las PCRs para amplificar fragmentos 
del gen BMP15. 
Exón Identificador 5’- oligonucleótido -3’ Talla (pb) 
TH  
(ºC) 
ADN  
(ng) 
MgCl2 
 (mM) 
1 b1_F b1_R 
TTGCTGAACACCAAGCTTTT 
CCCCTCCCACCAGAACAATA 385 52.0 30 2 
2 b2_F b2_R 
CATCTCAAGGCTGCTTGTCA 
CTGGGCAATCATACCCTCAT 945 55.5 90 2.5 
 
Figura 4.4. Fragmentos amplificados mediante PCR (g1, g2) que se solapan en zonas exónicas del 
gen GDF9 (Genbank núm. AF078545) para su posterior secuenciación. 
Exón 1 Exón 2
g1 g2.1 g2.2
5’ 3’
PROTEíNA MADURA
 
Tabla 4.6. Oligonucleótidos y condiciones de amplificación de las PCRs para amplificar fragmentos 
del gen GDF9 (alias ALK-1). 
Exón Identificador 5’- oligonucleótido -3’ Talla (pb) 
TH  
(ºC) 
ADN  
(ng) 
MgCl2 
 (mM) 
1 g1_3F g1_3R 
GCCCACCCACACCTTAAAG 
AGCAGGGCCAACTCCTTTAT 591 53.0 30 2 
2 g2_4F g2_2R 
GGAACCTTTCCATCAGTGGAT 
TAAGCGATTGAGCCATCAGG 920 55.0 90 2.5 
2 g2.1_3270F g2.1_4080R 
TGGCATTACTGTTGGATTGTTTT 
TGTGAACCGGAGAGCCATAC 829 55.0 30 2 
2 g2.2_5F g2.1_4376R 
GAAGAAGCTGCTGAGGGTGT 
GCTCCTCCTTACACAACACACAG 582 57.0 30 2 
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Figura 4.5. Fragmentos amplificados mediante PCR que se solapan en zonas exónicas del gen 
MTNR1A y de su zona promotora para la búsqueda de polimorfismos. 
Exón 2Exón 1Promotor
3’
MT_1 MT_2P1
P2
P3
5’
P
VGdddE
 
 
 
Los oligonucleótidos que amplifican mediante PCR  las  zonas exónicas del gen MTNR1A 
para  la  búsqueda  de  polimorfismos  fueron  diseñados  a  partir  de  la  secuencia Genbank 
núm. NM_001009725, mientras que los que amplifican la región promotora se diseñaron a 
partir de la secuencia Genbank núm. AF078545. El fragmento denominado “P” de la figura 
anterior fue el utilizado para genotipar varios SNPs encontrados en el promotor mediante 
amplificación por PCR y secuenciación automática. 
Tabla 4.7. Oligonucleótidos y condiciones de amplificación de las PCRs que amplifican varios 
fragmentos del gen MTNR1A (alias MT1 o Mel1a). 
Región Identificador 5’- oligonucleótido -3’ Talla (pb) 
TH  
(ºC) 
ADN  
(ng) 
MgCl2 
 (mM) 
5’ UTR MT-P_F  MT-P_R 
AGCCTGGTGGCTGGTAGTTA 
TTTAATGGAGCATGGAAGGG 733 59.0 70 2 
5’ UTR MT-P1_F MT-P1_R 
GCACAAAAAGAAGCCAAGGA 
TCAGGTGTCGCACTGTAACC 777 61.0 70 2 
5’ UTR MT-P2_F MT-P2_R 
TGTTCCTGGGAGAAGTCTGG 
CATGCATCAAACCTGGACTG 721 
TchDw 
(1) 70 2 
Exón 1 MT-1F MT-1R 
CTCGACGCTCTGGGGAT 
GCGTTCCTCAGCTTCTTGTT 251 
TchDw 
(2) 60 2 
Exón 2 MT-2F MT-2R 
TGTGTTTGTGGTGAGCCTGG 
ATGGAGAGGGTTTGCGTTTA 824 
TchDw 
(3) 90 2.5 
           (1) PCR Touch Down: 3 ciclos a 62.0ºC más 33 ciclos a 60.0ºC;  
           (2) PCR Touch Down: 3 ciclos a 56.0ºC más 33 ciclos a 51.7ºC 
           (3) PCR Touch Down: 3 ciclos a 61.0ºC más 33 ciclos a 58.2ºC 
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4.2.2. Búsqueda de Polimorfismos por PCR-SSCP 
Para  la búsqueda de polimorfismos se realizó  la secuenciación directa de fragmentos de 
ADN amplificados a partir de cebadores específicos de PCR elegidos previamente según las 
diferencias por movilidad electroforética del ADN de cadena simple obtenidas en un gel de 
acrilamida con la técnica conocida como SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism). 
La secuenciación mediante cebadores específicos sirvió para obtener los cromatogramas a 
partir de los cuales se identificaron SNPs responsables de las diferencias entre fragmentos 
de una misma región amplificada. Posteriormente se alinearon con el programa ClustalW 
para buscar diferencias de nucleótidos entre secuencias. 
Figura 4.6. Representación de fragmentos analizados mediante PCR-SSCP (G1, G2, etc.) que se 
solapan entre sí para contener los exones 1 y 2 del gen GDF9. 
Exón 1 Exón 2
G1 G2 G3 G4
5’ 3’
G5 G6  
Tabla 4.8. Oligonucleótidos y condiciones de amplificación por PCR para la búsqueda de 
polimorfismos por SSCPs del gen GDF9 (alias ALK-1). 
Exón Identificador 5’- oligonucleótido -3’ Talla (pb) 
TH  
(ºC) 
ADN  
(ng) 
MgCl2 
 (mM) 
1 G1_1734F G1_2175R 
GAAGACTGGTATGGGGAAATG 
CCAATCTGCTCCTACACACCT 462 58.0 30 2 
2 G2_3270F G2_3780R 
TGGCATTACTGTTGGATTGTTT 
GATAGCCCTCTCTTCTGGTCA 531 57.0 30 2 
2 G3_3707F G3_4080R 
TGAACGACACAAGTGCTCAGG 
TGTGAACCGGAGAGCCATAC 393 58.0 30 2 
2 G4_3939F G4_4376R 
TCTTTTTCCCCAGAATGAATGT 
GCTCCTCCTTACACAACACACAG 460 58.0 30 2 
2 G5_4336F G5_4714R 
GGGAGGAAGTTTCATGTGTCAA 
TCCTCTCCCTCTCAAATAACC  399 58.0 30 2 
2 G6_ 4537F G6_4929R 
TGTAGGAGTCTTCTTTTTGATGT 
GGTTTGCCAGGTAAGAACAC  412 57.0 30 2 
Las figuras 4.6 y 4.7 representan  los fragmentos amplificados con cebadores específicos 
para  la  búsqueda  de  SNPs  mediante  PCR‐SSCPs  en  los  genes  GDF9  y  BMP15, 
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respectivamente. Igualmente, las tablas 4.8 y 4.9 muestran la Tª de hibridación, talla de los 
fragmentos y condiciones de amplificación específica, así como la secuencia de cebadores.  
Figura 4.7. Representación de fragmentos analizados mediante PCR-SSCPs (B1: GenBank núm. 
AF2306078.1; B2, B3 Y B4: GenBank núm. AF2306079.1) que contienen las zonas exónicas 1 y 2 
del gen BMP15. 
Exón 1 Exón 2
B1 B2 B3 B4
5’ 3’
 
Tabla 4.9. Oligonucleótidos y condiciones de amplificación por PCR para la búsqueda de 
polimorfismos por SSCPs del gen BMP15. 
Exón Identificador 5’- oligonucleótido -3’ Talla (pb) 
TH  
(ºC) 
ADN  
(ng) 
MgCl2 
 (mM) 
1 B1_112F B1_597R 
TTCCTTGCCCTATCCTTTGTG 
ACTTTTCTTCCCCATTTTCTCC 507 58 30 2 
2 B2_359F B2_691R 
CGCTTTGCTCTTGTTCCCTCT 
CCTCACTACCTCTTGGCTGCT 353 56 30 2 
2 B3_664F B3_916R 
GGGTTCTACGACTCCGCTTC  
GGTTACTTTCAGGCCCATCAT 270 56 30 2 
2 B4_732F B4_1205R 
GGCACTTCATCATTFFFACACT 
GGCAATCATACCCTCATACTCC 495 54 30 2 
Los  polimorfismos  de  conformación  de  cadenas  simples  (SSCP)  o  de  cadena  única  se 
define como  la diferencia de conformación de cadena  sencilla en  secuencias de ADN de 
longitud  idéntica  causada  por  las  diferencias  nucleotídicas  entre  ellas  bajo  ciertas 
condiciones  experimentales.  Esta  propiedad  permite  distinguir  las  secuencias mediante 
electroforesis en  gel de  acrilamida, que  separa  las  conformaciones desiguales, así  como 
formaciones de tamaño intermedio denominadas heterodúplex. 
Un cambio debido a un único nucleótido (SNP) no puede detectarse en una doble cadena 
de ADN en un gel de agarosa ya que las propiedades físicas de la doble hélice (dDNA) son 
casi idénticas para los dos alelos. En cambio, después de la desnaturalización del producto 
PCR,  las  cadenas  de  una  sola  hebra  (sDNA)  se  someten  a  electroforesis  en  un  gel  de 
acrilamida cuya mayor resolución conlleva a una conformación espacial única basada en su 
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secuencia nucleotídica. La diferencia de forma hace migrar las 2 cadenas de ADN de forma 
diferente al atravesar el gel, aunque el número de nucleótidos sea el mismo (Figura 4.8.a). 
La técnica SSCPs se utilizaba como medio para descubrir nuevos polimorfismos de ADN 
cuando la secuenciación no era asequible, pero ahora está siendo sustituida por técnicas de 
secuenciación directa, debido a su mayor eficiencia, precisión y rapidez, ya que el corrido 
electroforético en un gel de acrilamida de las dimensiones utilizadas finaliza tras 17‐20h. Y 
posteriormente  hay  que  acudir  igualmente  a  técnicas  de  secuenciación  para  hallar  la 
mutación causal. Por estos motivos hoy en día está en desuso, acotando su utilidad como 
herramienta de diagnóstico para el genotipado en  la detección de alelos polimórficos, y 
siempre  que  el  tamaño  del  producto  amplificado  por  PCR  no  supere  los  400‐500pb. 
También  puede  utilizarse  para  la  búsqueda  y  detección  de  nuevos  polimorfismos  y 
posteriormente secuenciar los alelos con diferente conformación espacial.  
Por  la particularidad de  la  técnica SSCP, a  continuación  se va a proceder a describir el 
protocolo  detallado  que  consta  de  varias  partes.  En  primer  lugar  se  prepara  el  gel  de 
acrilamida. Una  vez  gelificado  se  realiza  el montaje  para  el  corrido  electroforético  y  las 
últimas  fases  corresponden  al  revelado  del  gel  y  la  lectura  de  los  resultados.  Para  la 
preparación de  las soluciones utilizadas se consultaron  las  instrucciones del Kit “GeneGel 
SSPC Starter Kit” del fabricante Amersham Biosciences. 
Protocolo para SSCP, adaptado del Kit “GeneGel SSPC Starter” de Amersham: 
Preparación del gel de acrilamida: Tomar una placa de vidrio grande (40 x 50 cm) y una 
pequeña  (40  x  48  cm).  Limpiar  bien  las  caras  internas  con  etanol  y  agua  destilada  y 
montarlas con los separadores y las pinzas como se muestra en la figura 4.8b, dejando una 
luz  entre  ellas  de  unos  2  mm.  Preparar  70  ml  de  una  solución  de  separación  al  9% 
(acrilamida 30%, TBE 10x y glicerol) desgasificada con bomba al vacío durante 10min. Iniciar 
la polimerización de la acrilamida añadiendo 170 μl de solución APS 10% y 35µl de TEMED 
con agitación suave. Con ayuda de una jeringa colar esta solución por la luz dejada entre las 
placas a  fin de conseguir una  superficie de gel homogénea. Colocar el peine en  la parte 
superior y dejar secar mínimo 3h.  
Montaje y corrido electroforético: Una vez gelificado retirar las pinzas y poner el peine en 
posición de carga. Retirar los sobrantes de gel de los extremos con agua y montar las placas 
en el  grupo de  corrido electroforético previamente enfriado  a 6°C. Hacer un precorrido 
electroforético de comprobación a 500V durante 10 min. añadiendo a los pocillos alternos 
una pequeña cantidad de solución indicadora de glicerol y azul de bromofenol 1:1. Preparar 
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la desnaturalización de las muestras a 94°C durante 5 min mezclando 6µl del producto PCR 
y 3.5µl de azul formamida. Cargar el gel con las muestras y un marcador de talla y dejar el 
corrido electroforético unas 16‐17h. 
Figura 4.8.a) Esquema secuencial de la técnica PCR­SSCP e interpretación de resultados. b) Proceso 
de montaje y gelificación de una solución de acrilamida entre dos láminas de vidrio de 40x50 cm. 
a)            b)
  
Revelado del gel: Después de la migración, abrir cuidadosamente las placas manteniendo 
fijada la que contiene el gel en una bandeja donde se le realizarán los baños de revelado y 
fijación  que  se  prepara  según  las  instrucciones  del  fabricante.  El  revelado  se  realiza 
cubriendo el gel con  la solución de revelado que contiene ácido nítrico, nitrato de plata y 
etanol durante unos 10 min. y en oscuridad. Retirar la solución mediante aspiración, aclarar 
con  agua  destilada,  aspirar  y  parar  la  reacción  con  una  solución  “stop”  que  contiene 
carbonato de sodio y formaldehído. Retirar el exceso de líquido y las burbujas con un rodillo 
y transferir cuidadosamente el gel a un papel secante blanco por simple adhesión.  
Figura 4.9. Negativo fotográfico de dos 
detalles de un gel de acrilamida para la 
determinación de polimorfismos en el 
fragmento G3 del gen GDF9. El tamaño 
original de cada detalle es 6 x 2.5 cm. a) 
Parte superior del gel de acrilamida donde 
se visualiza la cadena simple de ADN (sDNA) 
de mayor interés. b) Parte inferior del gel en 
la que se visualiza la doble cadena a ADN 
(dDNA) que complementa la información. 
Nota: La flecha blanca indica hembra homocigota. La 
flecha amarilla corresponde a 1 hembra heterocigota. 
sDNA
dDNA
a)
b)
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Revelado del gel: Después de la migración, abrir cuidadosamente las placas manteniendo 
fijada la que contiene el gel en una bandeja donde se le realizarán los baños de revelado y 
fijación  que  se  prepara  según  las  instrucciones  del  fabricante.  El  revelado  se  realiza 
sumergiendo  el  gel  en  una  solución,  llamada  solución  de  revelado,  que  contiene  ácido 
nítrico,  nitrato  de  plata  y  etanol  durante  unos  10 min.  y  en  condiciones  de  oscuridad. 
Retirar  la  solución  mediante  aspiración,  aclarar  con  agua  destilada,  aspirar  y  parar  la 
reacción con una solución “stop” que contiene carbonato de sodio y formaldehído. Retirar 
el exceso de  líquido y  las burbujas con un rodillo y transferir cuidadosamente el gel a un 
papel secante blanco por simple adhesión.  
4.2.3. Genotipados en estudios de asociación y frecuencia de FecX R  
Para confirmar la asociación del alelo FecX R con un incremento de la prolificidad se realizó 
un diseño de genotipado  selectivo eligiendo hembras de  la  raza RAA  con valores en  los 
extremos de  la  función de distribución de  valores genéticos para el  carácter prolificidad 
(descrito en el apartado 4.1.2). Para el estudio de  la  frecuencia FecX R en  la población se 
optó  por  genotipar  simultáneamente  el  alelo  con  ventajas  productivas  a  la  vez  que  el 
diagnóstico del sexo genético, mediante una PCR dúplex. 
4.2.3.1. Genotipado del alelo FecX R mediante PCR estándar 
El genotipado  se  realizó mediante PCR estándar de un  fragmento del gen BMP15 que 
acota el polimorfismo responsable del fenotipo FecX R. Los dos posibles alelos amplificados 
se discriminaron por una diferencia de  tamaño de 17pb en un gel de agarosa al 4% en 
buffer TBE 0.5X y tinción con bromuro de etidio.  
La reacción de PCR se llevó a cabo siguiendo un protocolo patrón en un volumen de 25µl 
con la siguiente mezcla de reactivos (Biotools®, España) y sus respectivas concentraciones: 
50 ng de ADN, 200 µM de la mezcla de los 4 dNTPs, 5 pmols de cada cebador F y R, 2mM de 
MgCl2, 50mM de KCl, 10mM de Tris‐HCl, 0.1% de Triton X‐100, Taq‐polimerasa 0.5‐1U, y el 
resto hasta 25 µl de H2O Milli‐Q. También se emplearon 35 ciclos de amplificación estándar 
utilizando  59°C  como  temperatura  de  hibridación.  Los  cebadores  utilizados  fueron  los 
siguientes:  5’‐CTCTGAGACCAAACCGGGTA‐3’  como  forward  y  5’‐
TTTGAGGAGCCTCTTCCTGA‐3’ como reverse. El gel de agarosa resultante puede verse en el 
Apdo. 5.3c. 
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4.2.3.2. Genotipado del alelo FecX R por PCR dúplex 
Para llevar a cabo el genotipado por PCR dúplex se procedió a la amplificación simultánea 
de  2  fragmentos  distintos.  El  primero,  que  además  sirve  de  control  interno  de  la  PCR, 
contiene el polimorfismo para el alelo FecX  R encontrado en el gen BMP15 en RAA, y el 
segundo es un fragmento repetitivo del cromosoma Y específico de ovino (GenBank. núm. 
U65982  y  U30307,  Gutiérrez‐Adán  et  al.,  (1997).  El  uso  del  fragmento  específico  del 
cromosoma Y muestra una doble ventaja, no sólo por estar presente en un número elevado 
de  copias  que  permiten  tener  mejor  señal  de  amplificación,  confiriendo  una  alta 
sensibilidad  de  detección  en  la  técnica,  sino  también  por  ubicarse  en  una  región  no 
recombinante  del  cromosoma  Y,  con  lo  que  se  mantiene  invariable  a  cambios  o 
modificaciones por recombinación meiótica. 
La reacción de PCR se llevó a cabo siguiendo un protocolo típico en un volumen de 25µl 
con  la  siguiente mezcla  de  reactivos  (Biotools®,  España):  100ng  de ADN,  200  µM  de  la 
mezcla de los 4 dNTPs, 6.25 pmol de cada cebador F y R, 2.5 mM de MgCl2, 50 mM de KCl, 
10 mM de Tris‐HCl, 0.1% de Triton X‐100, Taq‐polimerasa 0.5 U, y el resto de H2O Milli‐Q. Se 
emplearon 35 ciclos de amplificación con el siguiente protocolo: desnaturalización a 94°C 
durante 45s, hibridación a 59°C durante 45s y elongación a 72°C durante 45s. Los cebadores 
utilizados para ambos fragmentos y los tamaños amplificados se detallan en la tabla 4.10. 
La  visualización  de  los  productos  amplificados  se  llevó  a  cabo  en  gel  de  agarosa  3.5%, 
tampón TBE 0.5X y tinción con BrEt (Figura 5.6.a). 
A  su  vez,  para  confirmar  el  diagnóstico  genético  del  sexo  genético,  se  amplificó  un 
fragmento del gen Amelogenina (AMEL), ubicado en ambos cromosomas sexuales (X e Y) y 
cuya distinción  entre  ambos  es  la  talla del  fragmento  amplificado, pues  el  alelo Amel‐X 
amplifica un  fragmento de 242pb mientras que en el alelo Amel‐Y es de 182pb, es decir 
60pb más pequeño. Por ello, podemos separar ambos fragmentos en un gel de agarosa al 
2% de manera que las hembras (XX) aparecen con una única banda de 242pb y los machos 
(XY)  con  dos  bandas,  una  de  242  y  otra  182pb  que  corresponden  a  los  alelos AmelX  y 
AmelY, respectivamente (ver figura 5.6.b). 
Los  oligonucleótidos  del  fragmento  específico  repetitivo  fueron  diseñados  después  de 
alinear las secuencias núm. U65982 y U30307 del GenBank con el programa bioinformático 
ClustalW.  Los  oligonucleótidos  del  fragmento  FecX  R  del  gen  BMP15  se  diseñaron 
directamente  con  el  programa  Primer3.  A  continuación  se  muestra  una  tabla  con  la 
secuencia de los cebadores y las condiciones de puesta a punto de dicha PCR. 
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Tabla 4.10. Oligonucleótidos y condiciones de amplificación utilizados en la PCR dúplex. 
Fragmento Genómico Id. 5’- oligonucleótido -3’ Talla (pb) 
TH  
(ºC) 
ADN  
(ng) 
MgCl2 
 (mM) 
Repetitivo del cr. Y repY_F repY_R 
CTGGCTTCCTTGAGATGTCC 
GTGCCTCTTGGGCTGATCTA 170 pb 
59 100 2 
FecX R del gen BMP15 FecX_F FecX_R 
CCACCTCTCCTGCCATGTG 
ATCCATCTCTGTCCAAGTTTTGG 
101 FecXR  
118 FecX+ 
 
4.2.3.3. Genotipado por PCR-RFLP 
Para los estudios de asociación del gen MNTR1A con estacionalidad y prolificidad se utilizó 
la técnica PCR‐RFLP en los animales descritos en el apartado 4.1.2, en los que se amplificó 
por PCR  el  fragmento MT_3 del  gen  (Figura 4.10)  y  se digirió posteriormente mediante 
enzimas de restricción con el objetivo de detectar mediante RFLPs  los 2 SNPs situados en 
exón  2.  Este  fragmento  contiene  los  SNPs  C/T  y  G/A  en  las  posiciones  606  y  612, 
respectivamente,  de  la  secuencia  de  referencia  U14109,  que  se  genotiparon mediante 
digestión con enzimas de restricción RsaI y MnlI, respectivamente.  
Figura 4.10. Estrategia de amplificación mediante PCR del fragmento del gen MTNR1A que contiene 
los SNPs 606 y 612. En exón 2 se presenta el fragmento MT_3 amplificado por PCR donde se han 
descrito los SNPs 606 y 612 asociados a estacionalidad reproductiva. 
diana Rsa I dianaMnl I
Exón 2Exón 1Promotor
3’5’
SPN 606 SNP 612
G >AC >T
MT_3  
La PCR se llevó a cabo en un volumen final de 25µl con las siguiente mezcla de reactivos 
(Biotools®, España): 60 ng de ADN, 250 µM de la mezcla de los 4 dNTPs, 6.75 pmols de cada 
oligonucleótidos o cebadores F y R, 2‐2.4 mM de MgCl2, 50 mM de KCl, 10 mM de Tris‐HCl, 
0.1% de Triton X‐100, Taq‐polimerasa 0.5 U, y el resto hasta 25µl de H2O Milli‐Q. 
Se emplearon 37 ciclos de amplificación con el siguiente protocolo: desnaturalización a 
94°C durante 30s, hibridación a 58°C durante 30s y elongación a 72°C durante 30s. En  la 
tabla  4.11  se  resume  la  secuencia  de  cebadores,  tamaño  amplificado,  temperatura  de 
hibridación, y la concentración de MgCl2 y ADN molde empleadas. 
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Tabla 4.11. Oligonucleótidos y condiciones de amplificación de la PCRs para el fragmento MT_3 del 
gen MTNR1A que presenta las dianas de restricción RsaI y Mnll asociadas a prolificidad. 
Exón Identificador 5’- oligonucleótido -3’ Talla (pb) 
TH  
(ºC) 
ADN  
(ng) 
2 MT_3rsaF MT_3rsaR 
TCCCTCTGCTACGTGTTCCT 
GTTTGTTGTCCGGTTTCACC 250 58 60 
 
El producto resultante de la PCR del fragmento MT_3 se dividió en dos alícuotas para ser 
digeridas  independientemente  por  las  enzimas  de  restricción  RsaI  (SNP606  C/T)  y MnlI 
(SNP612 G/A), de la casa comercial New England BioLabs. Las condiciones de digestión para 
cada alícuota fueron las siguientes: 10 μl producto PCR, 1.5 μl de tampón 10x específico de 
la enzima, 1U de  las enzimas de restricción RsaI o MnlI y agua Milli‐Q hasta  los 15 μl. La 
digestión se incubó a 37°C durante un mínimo de 3 horas y la visualización de los patrones 
de restricción se realizó en geles de agarosa al 2% en tampón TBE 0.5x teñidos con BrEt. 
Los patrones de  restricción producto de  la digestión  con  las enzimas  se detallan en el 
apartado de resultados 5.2.1.1. Tras visualizar el patrón de bandas en geles de agarosa al 
2% y TBE 0.5x, se clasificaron los animales en portadores o no de los distintos alelos dando 
lugar a tres genotipos posibles por cada polimorfismo, que se identificaron como MM(+/+), 
Mm(+/‐) o mm(‐/‐) para el SNP612 ; y RR(+/+), Rr(+/‐) o rr(‐/‐) para el SNP606, y cuyos SNPs 
corresponden nucleótidos A/G y C/T, respectivamente. 
4.2.3.4. Genotipado por PCR-Secuenciación 
Debido a que en la región promotora del gen MTNR1A se encontraron numerosos SNPs, 
se puso a punto una PCR que abarcara estos polimorfismos para posteriormente enviar los 
fragmentos  a  secuenciar.  En  la  Figura  4.5  se  puede  ver  la posición  de  dicho  fragmento 
amplificado denominado con la letra “P”. 
La reacción de PCR se  llevó a cabo siguiendo un protocolo estándar en un volumen de 
25µl  con  la  siguiente  mezcla  de  reactivos  (Biotools®,  España)  y  sus  respectivas 
concentraciones: 100‐150 ng de ADN, 200 µM de  la mezcla de  los 4 dNTPs, 10 pmols de 
cada oligonucleótidos o cebadores F y R, 2.2mM de MgCl2, 50mM de KCl, 10mM de Tris‐
HCl, 0.1% de Triton X‐100, Taq‐polimerasa 0.5U + 0.1U de Pfu, y el resto hasta 25µl de H2O 
Milli‐Q.  Se  emplearon  35  ciclos  de  amplificación  con  el  siguiente  protocolo: 
desnaturalización a 94°C durante 45s, hibridación a 57°C durante 45s y elongación a 72°C 
durante 45s. Los cebadores utilizados para ambos fragmentos y  los tamaños amplificados 
se han detallado en la tabla 4.7. 
                                                                                                                                                           Material y Métodos 
63 
4.3. Herramientas Bioinformáticas 
El tratamiento de las secuencias nucleotídicas y aminoacídicas requiere de un importante 
número  de  herramientas  bioinformáticas  para  los  análisis  y  estudios  genéticos.  A 
continuación se citarán los programas utilizados en las diferentes tareas de análisis: 
 
 
PRIMER3: Diseño de oligonucleótidos (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/).
GELDOC 4.0.5: Visulización de geles de agarosa teñidos con Bromuro de Etidio (Bio‐Rad®).
CHROMAS 2.3.3 y BIOEDIT: Visualización de cromatogramas (archivos de extensión .ab1).
CLUSTALW: Alineamiento de secuencias nucleotídicas (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/).
BLAST: Homología entre secuencias nucleotídicas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).
CISTER:  Buscador  de  elementos  reguladores  “CIS” en  regiones  promotoras  de  genes 
(http://zlab.bu.edu/~mfrith/cister.shtml).
TFSEARCH:  Búsqueda  de  secuencias  dianas  de  unión  a  factores  de  transcripción 
(http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html).
NEBCUTTER v2.0: Búsqueda de  secuencias dianas para enzimas de  restricción de  corte único 
(http://tools.neb.com/NEBcutter2/).
REBSITES:  Patrón  de  digestión  teórico  de  un  fragmento  de  ADN  mediante  enzimas  de 
restricción (http://tools.neb.com/REBsites/index.php).
POLIPHEN: Predicción de efectos  funcionales y estructurales de una sustitución aminoacídica
en proteínas (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/).
cMAP v.1 y  v.2:  Cartografía  comparativa  entre  las  especies  humana,  bovina  y  ovina. 
(http://sphinx.vet.unimelb.edu.au/cgi‐bin/cmap/viewer/).
Virtual  Sheep  Genome Assembly v.2:  Búsqueda  de  regiones  genómicas  ortólogas  con  el 
genoma bovino. (http://www.livestockgenomics.csiro.au/perl/gbrowse.cgi/vsheep2/).
Ovine Genome Assembly v.1:  Borrador  1x  del  genoma  ovino  que  permite  varias  opciones 
como buscar regiones genómicas y realizar BLAST contra el propio genoma ovino, entre 
otras (http://www.livestockgenomics.csiro.au/perl/gbrowse.cgi/oar1.0/).
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4.4. Diseños y análisis estadísticos 
4.4.1. Asociación con el carácter Prolificidad 
Para confirmar la asociación del alelo FecX R con un incremento de la prolificidad se realizó 
un  diseño  de  genotipado  selectivo  sobre  el  panel  de  hembras  de  ovino  descrito  en  el 
apartado  3.1.3.  El  tratamiento  estadístico  utilizado  para  el  estudio  de  asociación  entre 
mutaciones y  los caracteres de  interés  fue un análisis ANOVA que se realizó utilizando el 
paquete estadístico SAS versión 6.12 (SAS Institute Inc.). 
4.4.2. Modelo y estimación del efecto FecX R en la Prolificidad 
Para el cálculo del valor estimado de parámetros genéticos y de respuesta a la selección 
como  consecuencia  de  la  nueva  variante  génica  FecX  R  se  hizo  uso  de  la  información 
acumulada en la base de datos del programa de mejora genética de la Cooperativa UPRA 
Oviaragón  SCL.  La  información  se  elabora  anualmente  en  forma  de  «Catálogo  de 
Reproductores» para ser utilizada en el programa de selección genética por los diferentes 
agentes involucrados en el esquema. 
Por  núcleo  de  selección  se  entiende  el  conjunto  de  animales  presentes  en  rebaños 
conectados. Un rebaño se considera conectado si tiene al menos 10 hijas de tres machos 
diferentes procedentes de IA, pero a efectos de estudiar  la tendencia genética del núcleo 
de selección se aumenta esta restricción exigiendo que  los rebaños tengan un mínimo de 
20 hijas de IA de 5 machos diferentes. Las madres de futuros sementales han de proceder 
de rebaños conectados, tener un mínimo de tres partos, una calificación morfológica ≥70 
puntos y una fiabilidad mínima del VGE del 40%. 
Para  el  cálculo,  se  declararon  ovejas  portadoras  del  alelo  aquellas  que  eran  hijas  de 
machos portadores. Los machos hemicigóticos para el alelo FecX R se genotiparon siguiendo 
el protocolo descrito por Martinez‐Royo et al. (2008). En todos los demás casos se asumió 
que las ovejas no eran portadoras. En la tabla 5.1 de resultados se presenta la información 
utilizada para valorar el efecto del gen en  tres  situaciones: ovejas portadoras  con padre 
conocido, ovejas no portadoras con padre desconocido y ovejas no portadoras con padre 
conocido (Jurado et al., 2008). 
Con el fin de estimar el efecto del alelo prolífico del gen BMP15 en la raza RAA se asumió 
un modelo lineal (MB) que incluyó como efectos fijos los mismos que se venían utilizando 
para  la valoración genética de  reproductores mediante metodología BLUP y otro  igual al 
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anterior  (indicado como MG) con  la salvedad de  la adición de un nuevo efecto  (Gm) que 
clasifica a las ovejas según fueran o no portadoras del alelo FecX R. Los mismos modelos se 
utilizaron para estimar  los parámetros genéticos en presencia y ausencia del alelo FecX R. 
Los dos modelos manejados fueron: 
MB?  Yijklnp     =  μ  +  RAE i  +  MC j  +  IP k  +  NP l  + ( G m ) +U n  +  ε p+  ε ijklmnp
MG?  Yijklmnp  =  μ  +  RAE i  +  MC j  +  IP k  +  NP l  +   G m   + U n  +  ε p+  ε ijklmnp
ijklnp
 
Donde:
Yijklmnp es la prolificidad de la oveja n en el parto p.
μ es la media general de la población. 
RAEi es el efecto de la interacción rebaño‐año‐mes del parto (9616 niveles)
MCj es el efecto del modo de cubrición (6 niveles: sincronización sin IA,
sincronización IA, monta natural, retorno tras sincronización sin IA, 
retorno tras sincronización con IA y desconocido).
IPk es el intervalo entre partos (4 niveles: ovejas primer parto, intervalo corto  
de <90 días, intervalo medio de 90‐160 días e intervalo largo de > 160 días).
NPl es el efecto del número de partos (10 niveles: de 1 a 9 partos y 10 ó más). 
Gm es el efecto de la presencia‐ausencia del alelo FecX R (3 niveles: portadora 
con padre conocido, no portadora con padre conocido y no portadora con 
padre desconocido).
Un  es el valor genético de la oveja (n).
εp es el efecto ambiental permanente de la medida p de la oveja n.
εijklmnp es el efecto residual.
Para  llevar a cabo  los análisis de  las estimas de  las componentes de varianza se utilizó el 
paquete estadístico VCE‐5 de Kovač  y Groeneveld  (2003), del que  se obtuvo  también  la 
estima del efecto del alelo FecX R en heterocigosis. Para el cálculo del error de la estima se 
utilizó el paquete BLUP‐AM de Jurado et al. (1991). El error típico se obtuvo por el método 
de muestreo  de Gibbs  descrito  en García‐Cortes  et  al.  (1995)  a  partir  del  cálculo  de  la 
diagonal  de  la  inversa  del  LHS  de  las  ecuaciones  del  modelo  mixto.  Los  análisis  y  la 
metodología estadística fueron  llevados a cabo por el Dr. Jurado mientras que  los análisis 
moleculares fueron realizados por el autor de la presente Tesis. 
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PC ik   =  μ  +  Gen i  +  Mes k  +  (GxM) ik 
4.4.3. Modelo y estimación de la Ciclicidad 
Como consecuencia del sistema de detección y registro de celos mediante monta natural 
con machos vasectomizados con una  tiza marcadora,  las ovejas  fueron clasificadas como 
cíclicas en un mes determinado cuando mostraron una marca de color en el lomo durante 
ese mes. La clasificación en ovejas cíclicas y no cíclicas para un mes determinado se codificó 
como variable dicotómica "1" y "0", respectivamente. El porcentaje de ovejas cíclicas entre 
Febrero y Junio de 2009 se obtuvo mediante regresión  lineal en un modelo generalizado 
con medidas repetidas para variables categóricas (dicotómicas) mediante el procedimiento 
CATMOD del paquete estadístico SAS System v.2004 (Guthrie, 1981; Grizzle et al., 1969). 
Los términos del modelo aditivo fueron: (Gen) genotipos debidos a las dianas MnlI o RsaI 
anidados  al macho,  (Mes) mes  como  factor  repetido,  y  (GxM)  interacción Gen‐Mes. No 
hubo  término de  error  residual  (ε)  en  la  ecuación porque  al  incluir  la  interacción  entre 
ambos factores se satura el modelo. Tampoco se  incluyó en la ecuación del modelo otros 
efectos fijos propicios para estos casos ya que se disponía de un lote homogéneo en edad 
(2 años con 1 parto anterior) con igual manejo desde el nacimiento, condiciones corporales 
óptimas  entre  3  y  3.25  puntos  al  inicio  del  estudio,  presencia  del  alelo  FecX  R  en 
heterocigosis y  tratamientos  idénticos  tanto sanitarios como alimentarios. Después de  la 
toma de datos, una única oveja de  la  familia B no mostró celo durante  todo el período 
estudiado y  se excluyó de  los análisis. Como  todas  las demás  fueron  cíclicas en Enero y 
Agosto,  sólo  se  incluyeron  los datos desde Febrero a  Julio. Posteriormente  se  realizó un 
contraste ortogonal previamente planificado entre la combinatoria de genotipos debidos a 
las dianas RsaI‐MnlI y la ciclicidad (%). 
 
Donde: 
PC ik es la proporción o frecuencia de ovejas cíclicas en el genotipo (i) 
y el mes (k).
μ es la media general del porcentaje de ciclicidad del lote.
Gen i es el efecto del genotipo (i) debido al alelo RsaI anidado al macho .
(6 niveles: tres genotipos posibles (MM), (Mm) y (mm) en 
3 familias distintas de medio hermanas, padres A, B y C).
Mes k es  el  efecto del  factor Mes,  tratado  como medida  repetida  de  la 
variable  dicotómica  cíclica/no  cíclica  (1  y  0)  en  los  5  meses  de 
ensayo (5 niveles: Febrero, Marzo, Abril, Mayo y Junio).
GxM ik es el efecto de la interacción Genotipo x Mes (30 niveles).  
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Como consecuencia del trabajo desarrollado en la realización de la Tesis Doctoral que se 
presenta, se han publicado varios artículos  (MANUSCRITOS  I,  II y  III) y Comunicaciones a 
Congresos (Apartado 12) en los cuales se basará la exposición de resultados y la discusión 
de la presente memoria. 
5.1. Estudio de factores genéticos que afectan a la Prolificidad 
5.1.1. Nueva variante génica FecX R del gen BMP15 
Como se ha explicado en el capítulo de  la  introducción,  los estudios previos  realizados 
sobre la base datos del esquema de mejora genética por prolificidad de Carnes Oviaragón 
hacían  sospechar de  la existencia de un gen de gran efecto en esta población  (Jurado y 
Calvo, 2007), debido a la existencia de familias que presentaban un elevado valor genético 
estimado (VGEs) de prolificidad comparada con la media del valor genético de prolificidad 
de  la población, además de una excesiva  respuesta a  la  selección no esperable para un 
carácter tan poco heredable (h2 =0.049, Espinosa y Jurado, 1998). 
El estudio de  la distribución de  los VGEs de prolificidad en  las hijas de  los machos del 
catálogo de sementales de Oviaragón SCL, reveló que en  los tres primeros machos todas 
sus hijas presentaban valores siempre positivos y elevados. Sin embargo, en el resto de los 
machos,  sus  hijas  presentaban  una  distribución  de  VGEs  característicos  de  un  efecto 
poligénico (Figura 1.2d y 1.2e). Este tipo de segregación, en el que todas las hijas presentan 
altos VGEs para prolificidad, sin aparecer hembras con valores negativos para este carácter, 
es típica de genes ligados al cromosoma X, y concuerda con el modelo de herencia descrito 
en otras razas para el gen BMP15, que había sido asociado a un incremento de la tasa de 
ovulación y consecuentemente a prolificidad numérica (Galloway et al., 2000; Hanrahan et 
al., 2004; Bodin et al., 2006). 
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5.1.1.1. Caracterización genética del nuevo alelo FecX R 
Para evaluar la posible implicación de un gen mayor que estuviera afectando al carácter 
prolificidad  en  RAA  se  secuenció  la  totalidad  del  gen  BMP15  en  los  tres machos  que 
presentaban los VGEs más altos para prolificidad. Estos machos presentaban unos VGE de 
+2.24, +1.68 y +1.52 en desviaciones estándar de  la media. Además, se secuenciaron tres 
hembras con valores genéticos negativos y que al menos presentaran 5 partos simples. Al 
comparar estas secuencias entre sí, y con las depositadas en el GenBank, se encontró que 
los  tres machos  presentaban  una  deleción  de  17  pares  de  bases  no  descrita  hasta  el 
momento. Aunque en el gen BMP15 se han detectado hasta la fecha otros polimorfismos 
en otras  razas  como  las mutaciones  Inverdale  (FecX  I), Hanna  (FecX  H), Belclare  (FecX  B), 
Galway  (FecX G) y Lacaune  (FecX  L), con efecto sobre  la TO y  la prolificidad, esta variante 
génica no había sido descrita en ninguna otra raza (Figura 5.1), y por lo tanto se trata de un 
alelo nuevo del gen, demostrando que dicha mutación tiene origen en RAA y no procede de 
cruces eventuales con otras razas ovinas. 
Figura 5.1. Situación de la deleción de 17 pb que origina el alelo FecX R en BMP15, junto a otros 
alelos descritos hasta el momento para el mismo, indicándose la posición de la mutación en la 
secuencia proteica y la sustitución aminoacídica o la aparición de un codón “stop” prematuro. 
Exón 1 Exón 2
mature protein
Intrón
391 870 1247
Lacaune : C53Y
Inverdale : V31D
Hanna : stop 23
C : Cisteína
Y : Tirosina
V : Valina
D : Ácido Aspartico
S : Serina
I  : Isoleucina
Galway : stop -31
Cambridge : S99I 
Cambridg
Q23 stop
Q –29stop 
Q 239stop(en preproteína) ?
S : Serina
I  :  Isoleucina
C : Cisteína
Y : Tirosina
V : Valina
D : Ác. Aspártico
Q : Glutamina
Belcla e *
5’
Prot ína Madura
3’
391 1249
Rasa Aragonesa (FecXR)   ?W154 NfsX55
Exón 1 Exón 2
 
Esta  deleción  está  localizada  al  comienzo  del  exón  2,  cambiando  el  codón  154,  y 
suponiendo un cambio en la pauta de lectura de la proteína y la aparición de un codón stop 
prematuro en la región de  la preproteína, en el codón 208 (Figura 5.2). De esta forma, se 
produce la interrupción de la síntesis proteica en la región de preproteína. De esta manera, 
la  interrupción de  la traducción tiene como consecuencia que no haya proteína funcional 
de BMP15 en ovario. 
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Figura 5.2. Alineamiento de las secuencias aminoacídicas del alelo FecX R y el alelo salvaje FecX+ en 
RAA junto a otros alelos ovinos con efecto sobre prolificidad (1). 
FecX+   MVLLSILRILLWGLVLFMEHRVQMTQVGQPSIAHLPEAPTLPLIQELLEEAPGKQQRKPR   60 
FecXR   MVLLSILRILLWGLVLFMEHRVQMTQVGQPSIAHLPEAPTLPLIQELLEEAPGKQQRKPR   60 
        ************************************************************ 
 
FecX+   VLGHPLRYMLELYQRSADASGHPRENRTIGATMVRLVRPLASVARPLRGSWHIQTLDFPL   120 
FecXR   VLGHPLRYMLELYQRSADASGHPRENRTIGATMVRLVRPLASVARPLRGSWHIQTLDFPL   120
        ************************************************************ 
           FecXR 
FecX+   RPNRVAYQLVRATVVYRHQLHLTHSHLSCHVEPWVQKSPTNHFPSSGRGSSKPSLLPKTW   180
FecXR   RPNRVAYQLVRATVVYRHQLHLTHSHLSCHVE------PNQSLSFFRKRLLKAFPVAQNL   174
        ********************************      *.: :.   :   *.  :.:.  
           FecXG 
FecX+   TEMDIMEHVGQKLWNHKGRRVLRLRFVCQQPRGSEVLEFWWHGTSSLDTVFLLLYFNDTQ   240
FecXR   DRDGYHGTCWAKALESQGAQGSTTPLRVSAAKR*  
         . .       *  : :* :     :  . .:      
           FecXH   FecXI 
FecX+   SVQKTKPLPKGLKEFTEKDPSLLLRRARQAGSIASEVPGPSREHDGPESNQCSLHPFQVS   300
     FecXL 
FecX+   FQQLGWDHWIIAPHLYTPNYCKGVCPRVLHYGLNSPNHAIIQNLVSELVDQNVPQPSCVP   360
              FecXB 
FecX+   YKYVPISILLIEANGSILYKEYEGMIAQSCTCR 393 
 
(1) NOTA: El alelo de se representa como deleción de 6 aminoácidos (encuadrados) y la aparición de codón stop prematuro 
(*).Los aminoácidos subrayados se corresponden con la parte activa de la proteína madura. Los aminoácidos encuadrados 
muestran los aminoácidos mutados que dan lugar al fenotipo prolífico en otras razas. El nombre del alelo aparece en la 
parte superior de mutaciones. 
Para confirmar la asociación del alelo FecX R con un incremento de la prolificidad se realizó 
un diseño de genotipado selectivo eligiendo hembras RAA con valores en los extremos de la 
distribución de los VGEs para el carácter prolificidad, y que al menos hubiesen tenido cinco 
partos. De esta manera se eligieron 110 hembras que presentaban un VGE menor o igual 
de  ‐0.10  (o  bien  ‐0.76  desviaciones  estándar)  y  otras  97  hembras  que  tenían  un  valor 
genético  igual o  superior a +0.10  (o +0.98 desviaciones estándar), que  correspondían al 
1.17% y 1.09% del total de la población, respectivamente. 
El genotipado se realizó en las 207 hembras anteriores tras la puesta a punto de una PCR 
en  la  se diseñaron oligonucleótidos para amplificar un pequeño  fragmento de ADN que 
contiene  la  región  del  alelo  FecX  R  (Figura  5.3.a).  Los  fragmentos  amplificados  se 
visualización en gel de agarosa al 4% y tinción con bromuro de etidio (Figura 5.3.b). En este 
test genético, el fragmento FecX + amplificaba un tamaño de 160pb, mientras que el alelo 
FecX R presentaba una talla 17pb menor, es decir, 143pb. 
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Los  resultados  del  estudio  mediante  genotipado  selectivo  mostraron  diferencias 
significativas  entre  las  frecuencias  alélicas  y  genotípicas  de  los  dos  grupos  de  hembras 
estudiados (p<0.001). Todas las que portaban una sola copia del alelo FecX R, se situaron en 
el  extremo  o  cola  alta  de  prolificidad,  teniendo  16  de  ellas  los  VGE más  elevados  del 
catálogo de Carnes Oviaragón SCL para prolificidad, situándose en el ranking con valores de 
+0.24  a  +0.39,  equivalentes  a  una  diferencia  de  2.05  y  3.4  desviaciones  estándar  de  la 
media de  la población. En  la cola baja, compuesta por hembras con VGEs negativos para 
prolificidad, todas fueron portadoras de dos copias del alelo salvaje FecX + y no apareció el 
genotipo FecX R, que al menos se presumía en homocigosis.  
Figura 5.3.a) Detalle de la secuencia nucleotídica donde aparecen los cebadores específicos 
(extremos, en azul) utilizados en la PCR que contiene la deleción de 17pb (centro, en amarillo) del 
alelo FecX R en RAA.  
Delección de 17 pb
cebador F
cebador R
 
 
Figura 5.3.b) Detección de genotipos en gel de agarosa al 4% en base a la diferencia de talla de los 
alelos debidos a la deleción de 17pb. La banda de mayor tamaño corresponde al alelo salvaje FecX+ 
con 160 pb, y la de menor tamaño al alelo mutado FecX R con 143 pb (1). 
160 bp
♀♂ ♂♀ ♀ ♀ ♀♀♀ ♀
143 bp
1           2          3            4           5            6   7           8           9          10         11        12
 
(1) Línea 1: Marcador de talla, línea 2: macho con el alelo FecX R, línea 3: hembra homocigoto para el alelo FecX R, líneas 4, 
6, 8 y 10: hembras heterocigotos para el alelo FecX R y el alelo salvaje, líneas 5, 7 y 9: hembras homocigotos para el alelo 
salvaje, línea 11: macho portador del alelo salvaje, línea 12: control negativo. 
El  gen  BMP15  está  situado  en  el  cromosoma  X,  de  modo  que  los  machos  son 
hemicigóticos  (XY)  presentando  un  fenotipo  normal  para  características  reproductivas  y 
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productivas (Lahoz et al., 2009; Roche et al., 2010). De esta manera, los machos portadores 
transmitirán únicamente a sus hijas el alelo FecX R (Figura 5.3.c), o bien el alelo FecX + en 
caso de no presentar  la mutación. En  cambio, es  la madre quien determina el genotipo 
portadores de los hijos descendientes. 
Figura 5.3.c) Patrones de herencia ligados al cromosoma X.c1) Cruzamiento de un macho portador 
con una hembra no portadora. Todas las hijas descendientes serán portadoras, mientras que 
ninguno de los hijos será portador c2) Cruzamiento de un macho normal con una hembra portadora. 
La mitad de las hijas y la mitad de los hijos descendientes serán portadores. c3) Cruzamiento de un 
macho portador con una hembra portadora. 
Madre
(normal)
Padre
(hemicigoto)
Madre
(heterocigota)
Madre
(heterocigota)
Padre
(normal)
Padre
(hemicigoto)
XX XY XYXX XY XX
XYXX XYXX XYXX XYXX XYXX XYXX
c1) c2) c3)
100%   de   hijas   portadoras
100% de hijos no portadores
1/2 de hijas portadoras
1/2 de hijos portadores
Línea de hijos/as portadores
1/2 de hijas estériles  
 
5.1.1.2. Efecto fenotípico del alelo FecX R sobre la prolificidad  
Efecto de FecX R sobre la Prolificidad: Hasta el momento en el gen BMP15 se han descrito 
mutaciones similares en otras razas, como las mutaciones Inverdale (FecX I), Hanna (FecX H) 
y Belclare  (FecX  B) que producen un  incremento de  la  tasa de ovulación de 1 punto,  la 
mutación Galway (FecX G) de 0.7 y la mutación Lacaune (FecX L) que produce 1.5 ovulaciones 
extra  en  las  hembras  portadoras  en  heterocigosis.  Este  efecto  se  traduce  en 
aproximadamente  0.5  corderos más  de media  por  parto  en  las  hembras  heterocigotas, 
mientras  que  en  las  hembras  homocigotas  para  esta  mutación  son  siempre  estériles. 
Recientemente,  en  un  estudio  publicado  en  razas  de  cola  grasa Moghani  y  Ghezel  del 
noroeste  de  Irán  y  Turquía  hallaron  7  hembras  fértiles  portadoras  el  alelo  FecX  G  en 
homocigosis demostrando que  esta mutación  per  se no  sería  suficiente para originar  el 
fenotipo estéril en estas razas (Barzegari et al., 2010). 
Para la caracterización fenotípica de las hembras de raza RAA se analizó el efecto del alelo 
FecX R sobre la prolificidad a partir de la base de datos acumulados por la cooperativa UPRA 
Oviaragón  SCL. Con el  fin de estimar el efecto del  gen  se asumió un modelo  lineal que 
incluye como efectos fijos los mismos que se utilizan para la valoración genética y además 
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uno nuevo que clasifica a las ovejas según lleve o no el alelo FecX R (Jurado et al., 2008). Se 
declararon ovejas portadoras del alelo aquellas que eran hijas de machos portadores. Los 
machos hemicigóticos para el alelo FecX R se genotiparon siguiendo el protocolo descrito en 
Martinez‐Royo et al. (2008). 
En  todos  los demás casos  se asumió que  las ovejas no eran portadoras. El autor de  la 
presente memoria  realizó  el  genotipado  de  los machos  que  se  utilizaron  para  IA  en  el 
esquema selección, mientras que los análisis estadísticos fueron llevados a cabo por el Dr. 
Jurado del Departamento de Mejora Genética del INIA, Madrid. En total se genotiparon 77 
machos utilizados en IA de los cuales 13 fueron portadores del alelo FecX R. En la tabla 5.1 
se presentan los resultados obtenidos para los distintos niveles del efecto genético (Gm) en 
presencia (ovejas portadoras) y en ausencia (no portadoras) del alelo FecX R del gen BMP15 
(Jurado et al., 2008). 
Tabla 5.1. Estima del valor de los niveles del efecto Gm en presencia y ausencia del alelo FecX R 
(portadoras en heterocigosis y no portadoras, respectivamente). Adaptado de Jurado et al., (2008). 
Niveles del efecto Gm 
Valor 
fenotípico Prolificidad VGE 
Nº 
Ovejas 
Nº 
Partos 
Nº 
Corderos 
Ovejas portadoras 
con padre conocido 
0.3243± 
0.0448* 
1.645 +0.211 978 2504 4121 
Ovejas no portadora 
con padre conocido 
0.03117± 
0.0152* 
1.421 –0.002 5112 20332 28896 
Ovejas no portadoras 
padre desconocido 0.0000 1.363 –0.014 185900 717830 978754 
Total -- 1.366 +0.013 191990 740666 1011771 
* Error típico calculado por BLUP-AM 
El efecto  fenotípico medio del alelo FecX  R en heterocigosis produce un aumento de  la 
prolificidad  en  las  ovejas  portadores  de  +0.34±0.04  corderos  al  año,  no  habiendo 
diferencias  entre  las  ovejas  no  portadoras  con  padre  conocido  y  desconocido.  Estos 
resultados  se confirmaron posteriormente en un estudio  llevado a cabo por Lahoz et al. 
(2009)  en  el  que  estimaron  una  prolificidad  observada  en  rebaños  comerciales  de  0.31 
corderos más nacidos al parto en caso de pertenecer al grupo de hembras heterocigotas. 
Ese efecto de incrementar la prolificidad se produce a través de un incremento de la tasa 
de ovulación. En este sentido, parece que el sistema BMP (Bone Morphogenetic Protein), 
en el que intervienen estos genes, juega un papel principal en la foliculogénesis, modulando 
la proliferación y diferenciación de las células de la granulosa y de la teca en respuesta a la 
estimulación  por  gonadotropinas,  produciendo  un  gran  número  de  variaciones  a  nivel 
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intrafolicular. Esta mutación  induciría una maduración precoz de  los  folículos ováricos al 
incrementar su sensibilidad a la FSH, y no por un incremento de la concentración de la FSH 
circulante. Esto favorece su selección. Como consecuencia, en  las ovejas portadoras de  la 
mutación,  se produciría  la ovulación  y  luteinización de numerosos  folículos maduros de 
menor tamaño con una sensibilidad precoz a la LH, lo que conduciría a un incremento en la 
tasa de ovulación y por tanto, mayor prolificidad. 
También se obtuvo el valor de la heredabilidad (h2) del carácter prolificidad en presencia 
del alelo FecX R (0.030±0.001) y en su ausencia (0.034±0.001) resultando significativamente 
diferentes con una repetibilidad de 0.0617±0.0031 (Tabla 5.2). El nuevo valor calculado de 
heredabilidad (h2= 0.049) es  ligeramente  inferior al estimado para este carácter hace más 
de una década por Espino y Jurado (1998), indicando que las correcciones realizadas sobre 
el modelo actual mejoran  las estimas de  las componentes de varianza, pues disminuye  la 
media de la varianza del error (σ2εp) en un 14,4%. 
Tabla 5.2. Componentes de varianza asumiendo un modelo (MG) que incluye el efecto de FecX R en 
heterocigosis (o efecto Gm) y otro modelo (MG) que no lo incluye explícitamente. 
Componentes de varianza MB MG 
σ2u/σ2p 0.0341±0.0013 0.0303±0.0015 
σ2εp/σ2p 0.0372±0.0015 0.0407±0.0016 
σ2ε/σ2p 0.9286±0.0007 0.9288±0.0006 
σ2u 0.0083±0.0006 0.0073±0.0007 
σ2εp 0.0090±0.0007 0.0077±0.0007 
σ2ε 0.2256±0.0006 0.2256±0.0005 
σ2p 0.2430 0.2429 
Heredabilidad 0.0341±0.0013 0.0303±0.0015 
Aunque  la  introducción  en  el modelo  del  efecto  de  la  variante  génica  natural  FecX  R 
mejore  la predicción sobre  la heredabilidad del carácter en  la población  total de RAA su 
valor absoluto fue  ligeramente  inferior al que podría esperarse, seguramente debido a  la 
baja frecuencia del mismo en la población. Por otro lado podemos observar en los gráficos 
siguientes (Figuras 5.4.a y 5.4.b) la tendencia genética media de la población a lo largo de 
década y cómo cambia cuando se corrige el efecto del alelo FecX R, de modo que es menor 
en los machos y sus hijas, e igual en las ovejas. Es destacable que al excluir el efecto del gen 
BMP15  en  el modelo  todavía queda una parte  importante de  la  varianza  “residual” del 
carácter  sin  explicar,  y  que  es  debida  a  otros  genes  que  están  afectando  al  fenotipo 
prolífico. 
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En este sentido, dado la existencia de variabilidad genética no explicada por el alelo FecX R 
del  gen BMP15  se procedió  a  la búsqueda de nuevas mutaciones  con  implicación en el 
carácter prolificidad en este y otros genes candidatos (Apartado 5.1.2). 
 
Figura 5.4. Tendencias genéticas anuales en rebaños conectados por IA de las ovejas con padre 
conocido, desconocido y ovejas totales calculadas con dos modelos: A) modelo que no corrige el 
efecto del alelo FecX R; B) modelo que corrige el efecto del alelo FecX R. 
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Efecto de FecX R sobre el VGE de los sementales del Catálogo: En  la tabla 5.3 podemos 
observar cómo afecta la inclusión o no del efecto del alelo FecX R en la valoración genética 
de  los  sementales  del  Catálogo  de  Reproductores  obtenida  mediante  la  metodología 
estadística “Best Linear Unbiased Prediction” (BLUP) y que según su valoración se declaran 
como: mejorantes VGE > (+10); positivos (+0) ≤ VGE ≤ (+10) y negativos VGE < (+0). 
Esta  inclusión  no  solamente  es  conceptualmente  importante  desde  un  punto  de  vista 
genético, sino que además tiene implicaciones prácticas en la elección de sementales para 
IA, cuando se quiere inseminar con machos mejorantes que no tengan el alelo FecX R o con 
machos  que  sean  portadores  de  esta  nueva  variante  génica.  Así,  mediante  flechas 
indicativas, observamos en la tabla 5.3 como se desplazan las posiciones de los animales en 
el ranking y qué conjeturas se pueden inferir de tales movimientos:  
• Sementales “mejorantes” con  los VGEs más altos obtenidos a partir del modelo  (MB) 
que  no  incluye  el  efecto  del  alelo  FecX  R,  bajan muchos  puestos  en  el  ranking  cuando 
restamos el efecto del alelo FecX R (MG), pasando a ser machos simplemente “positivos”, o 
incluso “negativos” (VGE0 >> VGE1). Este es el caso de machos como el 619 o el 802 que 
pasan de  la 2ª a  la 21ª posición y de  la 12ª a  la 24ª, respectivamente. Estos machos son 
prolíficos casi exclusivamente porque poseen el alelo FecX R (flechas rojas intermitentes) y 
no por un efecto poligénico subyacente como el demostrado en raza Lacaune (Drouilhet et 
al., 2009). 
• Sementales con altos VGEs en modelo MB bajan considerablemente su valor predictivo 
en  el modelo MG pero mantienen  el  estatus de  “mejorantes”  (VGE0  >> VGEG debido  al 
efecto FecX  R). Este es el  caso del macho 4455  (pasa de 1ª a 4ª posición) o del 382  (se 
mantiene en 3ª) o del 200  (de 4ª a 2ª). Podemos decir que estos machos  son prolíficos 
porque poseen el alelo FecX R además de un efecto poligénico para el carácter prolificidad 
(flechas continuas azules). 
• Sementales que apenas varían su valor genético  (VGE0 ≈ VGEG) pero que suben a  los 
primeros puestos del ranking, indicando que su prolificidad sigue siendo muy buena aun no 
poseyendo el alelo FecX R. Este es el caso del macho 5 y el 753 que pasa de la 11ª a la 1ª 
posición y de  la 14ª a  la 16ª,  respectivamente. Podemos decir que  los machos con este 
comportamiento son prolíficos porque poseen muy buen efecto poligénico para el carácter 
prolificidad y/o son poseedores de nuevos genes con gran efecto (gen mayor) no descritos 
(flechas verdes punteadas). 
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Como conclusión podemos decir que el modelo (MG) que incluye el efecto del alelo FecX R 
debería  ser  el  utilizado  a  partir  de  ahora  para  valorar  genéticamente  los  animales  en 
función de una nueva situación poligénica de la expresión de la prolificidad. 
Tabla 5.3. Ranking de los 29 primeros sementales del 16ª Catálogo de Reproductores (2008) y su 
VGE asumiendo el modelo (MB) que no incluye el efecto del alelo FecX R (VGE0) y el modelo (MG) que 
incluye el efecto del alelo FecX R (VGEG). 
MB                                                                                                       MG 
Posición Semental VGE0 Posición Semental VGEG 
1º 4455 52,54 1º 5 17,89 
2º 619 39,05 2º 200 14,12 
3º 382 38,11 3º 382 13,91 
4º 200 32,43 4º 4455 13,73 
5º 390 29,72 5º 199 12,12 
6º 1003 29,08 6º 753 11,43 
7º 199 27,91 7º 625 10,74 
8º 392 26,12 8º 392 10,67 
9º 1004 25,08 9º 1003 10,16 
10º 655 22,61 10º 390 10,16 
11º 5 18,93 11º 592 9,90 
12º 802 17,73 12º 1004 9,74 
13º 227 12,40 13º 926 9,41 
14º 753 11,65 14º 655 8,87 
15º 926 10,44 15º 227 8,65 
16º 625 8,98 16º 630 8,10 
17º 592 7,32 17º 1591 8,00 
18º 1591 7,04 18º 611 7,66 
19º 630 5,88 19º 583 7,64 
20º 754 5,75 20º 617 7,17 
21º 966 5,68 21º 619 6,33 
22º 583 5,18 22º 805 6,29 
23º 805 5,08 23º 754 5,95 
24º 617 4,99 24º 802 5,20 
25º 611 4,76 25º 966 5,05 
26º 663 4,53 26º 577 3,46 
27º 577 3,47 27º 663 1,35 
28º 564 —2,77 28º 564 —1,23 
29º 7854 —3,25 
------ 
 
 
29º 7854 —4,80 
 
        NOTA: Los machos se declaran según su VGE como “mejorantes” >+10, “positivos” +0≥ ≤+10, o “negativos” <+0. 
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Efecto del alelo FecX R sobre el tipo de parto: En otro estudio realizado sobre el tipo de 
parto con datos extraídos del 16º Catálogo de Reproductores de UPRA Oviaragón (Jurado, 
2008),  se detectó que  el  incremento  en prolificidad  se debe  fundamentalmente por un 
incremento  en  el  número  de  partos  dobles  (+16%).  El  porcentaje  de  parto  triples  y 
múltiples  (> 3) también resultaron significativos, siendo  los  incrementos del 6.8% y 0.7%, 
respectivamente (Tabla 5.4). Los partos controlados se agruparon según la procedencia en 
aquellos que procedieron de las hijas de 6 sementales portadores y de hijas de sementales 
mejorantes  (VG  ≥  +10) no portadores del  alelo, producidas dentro del programa de  IA, 
respecto de la media de partos de toda la población en control de producciones. 
Tabla 5.4. Efecto de FecX R sobre el tipo de parto (%) de hijas de machos portadores de FecX R, de 
machos mejorantes sin FecX R, y de la media de toda la población. P es la prolificidad media. 
   Tipo de parto 
Procedencia de las hijas P N Simple Doble Triple   >3> 
6 sementales FecX R 1,67 3847 42.5 48.0 8.6 0.9 
Resto Sementales FecX + 1.36 5272 66.0 32 1.8 0.2 
Media de la población 1.37 838000 64.8 33.3 1.8 0.1 
 
Efecto del  alelo  FecX  R  sobre  la  esterilidad:  El  estudio de  la posible  esterilidad de  las 
hembras  homocigotos  para  el  alelo  FecX  R  se  llevó  a  cabo  mediante  la  búsqueda  de 
animales descendientes del programa de transferencia de embriones  (MOET) asociado al 
esquema de mejora genética por prolificidad de UPRA Oviaragón SCL. En este programa se 
cruzan los mejores machos con las mejores hembras. De este modo, una vez encontrada la 
mutación  responsable del carácter prolífico en Raza Aragonesa  se genotiparon  todos  los 
machos que pertenecen al esquema de selección, y todas las hembras del programa MOET. 
De los 5 machos utilizados 4 presentaban el alelo FecX R, así como el 50 % de las hembras. 
Se genotiparon un total de 39 hembras y 42 machos producidos por MOET. 
La frecuencia de animales portadores del alelo FecX R fue de 0.64 y 0.21 para hembras y 
machos, respectivamente. De las 39 hembras portadoras 4 eran homocigotas para el alelo 
FecX R, a las cuales se les realizó laparoscopia para comprobar el estado de desarrollo de sus 
gónadas. Se confirmó por este método que las hembras adultas homocigotas para el alelo 
FecX  R  (aquellas que  tienen dos copias del gen mutado) poseían un aparato  reproductor 
poco desarrollado y de aspecto prepúber, con una clara hipoplasia de ovarios y cuernos 
uterinos causantes de esterilidad (Figura 5.5). 
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El tipo de esterilidad observada en RAA por el alelo FecX R en homocigosis es el mismo que 
el descrito en otras razas con mutaciones causales similares en BMP15, como la observada 
en  los  fenotipos Galway,  Inverdale, Hanna,  Lacaune X  y Belclare  (Galloway  et  al.,  2000; 
Bodin et al., 2002; Hanrahan et al., 2004), o los observados en Cambridge o Belclare para 
GDF9. Aunque un estudio reciente publicado por Barzegari et al. (2010) en las dos razas de 
cola grasa Moghani y Ghezel dude de  la condición suficiente de homocigosidad en estos 
genes para causar esterilidad al hallar 7 hembras fértiles que presentaban el alelo FecX G en 
homocigosis,  indicando que esta mutación per se no pudiera necesariamente originar un 
fenotipo estéril en todas las razas. 
La  causa de  este  tipo de  esterilidad  es debida  a que  la proteína BMP15 parece  tener 
funcionalidad dentro del sistema BMP durante el desarrollo embrionario, aparte de ser un 
factor de maduración y crecimiento de los folículos en la etapa adulta, de forma que la total 
carencia  del  péptido  durante  el  período  de  crecimiento  de  las  hembras  tiene  como 
consecuencias un hipogonadismo de sus órganos y estructuras reproductivas. 
Figura 5.5. Imágenes por laparoscopia de las gónadas pertenecientes a dos hembras hermanas 
completas, una hiperprolífica heterocigota para el alelo FecX R (parte superior, en escala de grises), y 
otra estéril homocigota para el alelo FecX R (parte inferior, en color). a) Estado del desarrollo de los 
cuernos uterinos. b) Estado del desarrollo ovárico. 
a)        b) 
 
 
                                                                                                                                                     Resultados y Discusión 
81 
5.1.1.3. Estudio de la frecuencia del alelo FecX R y freemartinismo 
Debido a que la introducción en el esquema de mejora genética por prolificidad del alelo 
FecX  R  produce  el  incremento  de  partos  múltiples,  la  probabilidad  de  que  aparezcan 
hembras  freemartin se  incrementa, y por  lo tanto se hace necesario el desarrollo de una 
técnica que nos lleve a detectar tanto el genotipo para el gen BMP15 como del diagnóstico 
de hembras freemartin. 
Como  se  comentó  en  el  apartado  4.1.4  (1)  del  Material  y  Métodos,  una  hembra 
freemartin es una hembra estéril proveniente de una preñez doble o múltiple con al menos 
1 macho (XY). Se produce por una anastomosis entre las placentas de los fetos que produce 
el intercambio de células sanguíneas y hormonas masculinas que afectan negativamente al 
desarrollo embrionario de los órganos reproductores de las hembras. A nivel sanguíneo los 
fetos de la misma camada presentan quimerismo en las células sanguíneas nucleadas de los 
hermanos del mismo parto. Así,  con un  análisis  genético por PCR  con muestra de ADN 
molde  extraído  a  partir  de  sangre  de  una  cordera  o  hembra  podemos  detectar  si  esta 
presenta  quimerismo  en  las  células  sanguíneas  y  en  consecuencia  esterilidad  por 
freemartinismo (Justi et al., 1995). 
Con el objetivo, de genotipar el alelo FecX R del gen BMP15 a la vez que determinar el sexo 
genotípico, se puso a punto una PCR dúplex como técnica de diagnóstico genético. 
5.1.1.3.1. PCR-dúplex y detección de animales Freemartin 
Para la detección de animales freemartin se puso a punto una PCR dúplex que amplifica 
un  fragmento  del  gen  BMP15  que  contienen  el  alelo  FecX  R  y  un  fragmento  repetido 
específico del cromosoma Y. En machos este fragmento tiene una talla de 178 pb, mientras 
que  las  hembras,  lógicamente  no  amplifica  dicho  fragmento  (XX).  La  amplificación  del 
fragmento del gen BMP15 sirvió como control  interno de  la amplificación, y no sólo para 
detectar  alelo  FecX  R,  de  manera  que  se  evitaba  la  identificación  de  animales  falsos 
negativos para el síndrome Freemartin. 
El hecho de amplificar el fragmento repetido del cromosoma Y tiene como ventajas: 1) la 
estabilidad generacional, pues se ubica en una región que no está afectada por el proceso 
de recombinación genética en cromosoma Y: 2) la presencia de un mayor número de copias 
que  permiten  una mayor  sensibilidad  de  la  técnica  PCR.  Los  resultados  confirmaron  la 
utilidad de este PCR‐dúplex para la detección de animales freemartin y portadores del alelo 
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FecX R del gen BMP15. Para confirmar  la eficacia y  la especificidad de esta PCR dúplex, se 
genotiparon 250 machos y 250 hembras (Tablas 5.5 y 5.6). 
Además, para validar el resultado del diagnóstico del sexo con esta técnica y solamente 
en estos 500 animales, también se comprobó el sexo genotípico mediante la amplificación 
de otro fragmento utilizado comúnmente en el diagnóstico de sexo correspondiente al gen 
Amelogenina  (AMEL)  (Figura 5.6.b)  y que previamente  fue optimizado para el  sexaje de 
embriones a partir de células biopsiadas de blastocistos ovinos producidos in vitro (Dervishi 
et  al.,  2008).  La  amplificación  del  fragmento  AMEL  presenta  como  ventaja  respecto  al 
fragmento repetido Y (REPY) en que no necesita control interno de la PCR porque amplifica 
tanto en machos como en hembras. De forma que en hembras amplifica una sola banda de 
242 pb que pertenece a AMEL‐X, mientras que los machos amplifican 2 bandas de 242 pb y 
182 pb que corresponden a AMEL‐X y AMEL‐Y, respectivamente. La diferencia de tamaño 
entre los dos fragmentos es debida a que el cromosoma Y presenta una serie de deleciones 
que hace que el producto amplificado por PCR tenga 60 pb menos. 
En la figura 5.6.a se puede observar como  las  intensidades de las bandas específicas del 
cromosoma  Y  son  diferentes  entre  animales  freemartin  aun  partiendo  de  la  misma 
concentración de ADN molde en  la PCR. Esto es debido a que el grado de quimerismo en 
estos animales no es el mismo, es decir, presentan diferentes ratios de células linfocitarias 
XX / XY en sangre. Posteriormente, las observaciones mediante laparoscópica mostraron en 
estas ovejas la presencia de ovarios infértiles y ausencia de útero. 
La selección de las corderas de reposición portadoras del alelo FecX R puede llevar consigo 
el  incremento  de  partos  múltiples,  por  lo  que  también  aumenta  la  probabilidad  de 
aparición  de  esterilidades  por  freemartinismo  en  las  ganaderías.  Estas  ovejas  no  son 
deseadas en el reposición y deben ser detectados y eliminados del rebaño tan pronto como 
sea posible.  Por  ello, una  fácil  identificación del  sexo  genotípico usando ADN  genómico 
extraído de la sangre resuelve este problema mucho antes incluso de que la oveja entre en 
su fase reproductiva, optimizando en consecuencia el sistema de explotación. 
En  este  primer  estudio  todos  los  animales  analizados mediante  esta  técnica  de  PCR 
dúplex, no mostraron fallos de amplificación y hubo un 100% de concordancia entre sexo 
fenotípico y genotípico. 
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Figura 5.6. a) Genotipado mediante PCR dúplex para la determinación de animales freemartin y 
presencia del alelo FecX R. Los cebadores amplifican una región de 171pb en presencia del 
cromosoma Y (machos y hembras freemartin) mientras que no se obtiene amplificación en hembras 
normales (XX). La amplificación del alelo FecX produce fragmentos de 101 y 118pb para los alelos 
FecX R y FecX+, respectivamente (1). 
 
Figura 5.6. b) Genotipado para la determinación del sexo mediante un fragmento del gen AMEL. Los 
machos fenotípicos 3, 5, 6, 7, 8 y 9 amplifican dos fragmentos de ADN, uno de 242 pb y otro de 182 
pb en los cromosomas X e Y, respectivamente, lo que confirma sexo genotípico y en consecuencia 
animales con síndrome freemartin (FM). Los símbolos (♂, ♀) hacen referencia al sexo fenotípico (1). 
 
a)
FM
♂ ♀ ♀ ♀♀ ♀ ♀ ♀ ♀♂
FMFM FM FM FM FM
♀
118 pb
171 pb
101 pb
242 pb
182 pb
b)
1          2           3           4         5          6          7          8          9         10        11        12     13
 
 
(1) Línea 1, Marcador de talla de 1 kb (Biotools, España); Línea 2, macho FecX+ normal; línea 3, hembra FecX+/ FecX R 
freemartin; línea 4, macho FecX+/FecX R freemartin; línea 5, hembra FecX+/FecX+ freemartin; línea 6, hembra 
FecX+/FecX R freemartin; línea 7, hembra FecX R/FecX R freemartin; línea 8, 9, hembras FecX+/FecX R freemartin; línea 10 
hembra FecX+/FecX+ normal; línea 11, hembra FecX+/FecX R normal; línea 12, hembra FecX R/FecX R normal; línea 13, 
control negativo de la PCR. 
 
 
En una primera evaluación sobre  las ganaderías  se detectaron y  localizaron 7 casos de 
hembras con freemartinismo de un total de 195 corderas de reposición pertenecientes a un 
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rebaño  hiperprolífico  por  BMP15  y  otros  7  rebaños  comerciales.  De  las  7  hembras 
freemartin 1 era homocigotas para el alelo FecX+, otras 4 eran heterocigotas FecX +/FecX R y 
2 eran estériles por ser homocigotas recesivas FecX R/FecX R (Tabla 5.5). Anteriormente, la 
especificidad y fiabilidad de la técnica fue evaluada en un lote control de 250 hembras no 
pertenecientes al esquema de selección, no hallando ningún caso de freemartinismo, como 
se ha comentado anteriormente. 
Tabla 5.5. Resultado de la evaluación de la PCR dúplex para el genotipo BMP15 y determinación de 
freemartinismo en 250 hembras adultas. Las hembras freemartin están indicadas entre paréntesis. 
  Genotipo 
Hembras N FecX+ /FecX + FecXR /FecX+ FecXR /FecXR 
Lote control 250 156 (0) 83  (0) 11  (0) 
Rebaño prolífico 82 0     (0) 0   (2) 0    (0) 
Rebaño comercial 113 68   (1) 35  (2) 5   (2) 
 
En  resumen,  en  este  estudio  se  encontraron  5  corderas  freemartin  de  113  (4.4%)  en 
rebaños  comerciales  y  2 de  82  (2.4%)  en un  rebaño  experimental  prolífico de  hembras 
heterocigotas FecX R/FecX+. En este sentido, nuestros resultados mostraron una frecuencia 
ligeramente  superior  a  la  descrita  en  otros  artículos,  en  los  cuales  la  incidencia  de 
freemartinismo en la especie ovina es alrededor del 1% en rebaños con prolificidad media 
(Marcum, 1974; Parkinson et al., 2001; Long, 1980). 
Este aumento de animales freemartin en nuestras condiciones puede ser debido al origen 
de  las  hembras,  ya  que  por  un  lado  unas  provienen  de  un  rebaño  prolífico  y  las  otras 
provienen de  rebaños  comerciales no elegidos al azar,  sino por presentar hembras muy 
prolíficas con altos VGEs para el carácter. 
También se evaluó esta técnica PCR‐dúplex en todos los machos pertenecientes al grupo 
cooperativo de  los  cuales  se pudo disponer de  sangre o ADN. Con esta  técnica  se  logró 
detectar machos  freemartin  (Tabla  5.6).  La  descripción  de  los  resultados  sobre machos 
freemartin se hará en el siguiente apartado,  junto con el estudio de frecuencias del alelo 
FecX R en la población de RAA. 
Tabla 5.6. Resultado de la evaluación de la PCR dúplex para el genotipo BMP15 y determinación de 
freemartinismo en 250 machos. Los machos freemartin están indicados entre paréntesis. 
  Genotipo 
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Machos N FecX + FecX R 
Lote control 250 237 (0) 13  (0) 
Rebaño comercial 2122 (a) 1946  (5) 176 (5) 
(a) Cinco machos mostraron el genotipo prolífico por BMP15 en heterocigosis (FecX+/FecXR), indicando freemartinismo. 
 
 
5.1.1.3.2. Estudio de la frecuencia del alelo FecX R 
Con el objetivo de dirigir los apareamientos y evitar el aumento de la consanguinidad así 
como de  futuros  casos de esterilidad en  las explotaciones  se procedió al genotipado de 
animales. 
Se  analizaron  2122  machos  de  73  rebaños  comerciales,  encontrando  176  machos 
portadores del nuevo alelo (FecX R) con la siguiente estructura en la comunidad aragonesa: 
Figura 5.7. Casos de machos portadores del alelo FecX R del total de machos genotipados en la 
comunidad de Aragón (n=2122). 
336 ♂ de 15 explotaciones: 
22 ♂ FecXR (en 3 explotaciones)
1309 ♂ de 31 explotaciones: 
149 ♂ FecXR (en 18 explotaciones)
477 ♂ de 27 explotaciones: 
5 ♂ FecXR (en 4 explotaciones) Huesca
Zaragoza
Teruel
 
Igualmente, y con el mismo objetivo se realizó un estudio sobre machos presentes en los 
dos  centros  de  inseminación  en  Aragón:  el  CTA  (Centro  de  Transferencia  Agraria)  en 
Zaragoza y “El Chantre” en Teruel. En el CTA se han genotipado 77 animales de los cuales 
13 eran FecX R, mientras que en el Chantre se han genotipado 35 machos encontrando un 
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único  portador.  Estos  últimos  son machos  pertenecientes  al  núcleo  de  selección  de  los 
rebaños conectados por IA que además son los trasmisores de la mejora genética. 
Uno de los objetivos acometidos fue el encontrar machos de monta natural y retirarlos de 
las  explotaciones  comerciales,  para  evitar  posibles  cruzamientos  con  hembras  prolíficas 
portadoras  del  alelo  FecX  R.  Así  se  ejercería  un  mayor  control  sobre  la  reposición 
disminuyendo la aparición de hembras descendientes estériles por BMP15. De este modo, 
las  ganaderías  sólo  tendrán machos  con  el  alelo  salvaje, mientras  que  los  centros  de 
inseminación serán los encargados de difundir el alelo FecX R mediante IA. Por otra parte, 
también se procedió a la identificación de machos jóvenes portadores de FecX R que una vez 
superados  los  estándares morfológicos  de  la  raza  y  cumplidos  los  requisitos  sanitarios, 
podrían llegar a ser futuros sementales mejorantes. 
Mediante el análisis genético por PCR se encontraron 5 machos freemartin, al presentar 
dos  alelos  diferentes  para  el  genotipo  del  gen  BMP15  indicando  así  heterocigosidad 
(presencia de doble banda en el gel de agarosa) en vez de hemicigosidad (presencia de una 
única banda) (Figura 5.6, línea 4). La explicación a esta observación es que los machos al ser 
hemicigóticos  (XY)  no  pueden  presentar  dos  alelos  distintos  del  mismo  gen,  al  estar 
localizado en el cromosoma X, por lo que la presencia de doble banda indica presencia de 
células sanguíneas linfocitarias XX y XY (animales quiméricos). 
En  la bibliografía,  los estudios  sobre machos afectados por  freemartinismo y  su efecto 
sobre  la  fertilidad de  los mismos  son contradictorios  (Rejduch et al., 2000, Seguin et al., 
2000). Por este motivo  se aconseja eliminarlos del proceso  selectivo  como  candidatos a 
sementales mejorantes de la raza y evitar así factores genéticos asociados no deseados que 
pudieran comprometer la fertilidad o prolificidad de las futuras generaciones. 
Por otra parte, también se ha estudiado la frecuencia del alelo FecX R en hembras en las 6 
explotaciones con una prolificidad media (entre 1.516 y 1.590) superior a la media general 
de todas las ganaderías controladas por la cooperativa UPRA Oviaragón, que actualmente 
es de 1.372 (Tabla 5.7). 
 
En  la  tabla 5.7 se puede ver  la  frecuencia del alelo FecX R en  las ganaderías analizadas. 
Como ejemplo, en  la explotación  Z202  se han analizado 1613 hembras encontrando un 
20.5% de hembras portadoras y un 0.1 % de estériles debido a FecX  R. Además, en esta 
explotación se encontraron 2 hembras estériles debido a freemartinismo. Igualmente, en la 
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explotación  H109  se  han  analizado  521  hembras  encontrando  un  13.4%  de  hembras 
portadoras y ninguna hembra estéril por FecX R.  
Los  estudios  realizados  en  nuestro  laboratorio  están  en  consonancia  con  los  estudios 
estadísticos  llevados a cabo por el Dr.  Jurado a partir del 17º Catálogo de sementales de 
Oviaragón SCL  (2009). En este  se observa que  la explotación H109, a pesar de  tener un 
menor porcentaje de hembras portadoras de FecX R en heterocigosis tiene una prolificidad 
media  ligeramente superior a  la que presenta  la explotación Z202. Esto nos  indica que  la 
primera ganadería realiza un manejo mejor de los animales obteniendo valores fenotípicos 
de prolificidad superiores. 
Por otro lado, estos datos muestran una baja frecuencia del alelo FecX R en la población, lo 
que indica que se puede hacer una mayor presión de selección para introducir el alelo en 
las ganaderías e  incrementar de manera rápida  la prolificidad media de  las explotaciones 
con  control  y  registros  de  producción,  implementando  un  manejo  adecuado  de  los 
cruzamientos para evitar la aparición de hembras estériles, y adecuando la tecnificación de 
la explotación para que soporte un incremento óptimo de su prolificidad media. 
Tabla 5.7. Frecuencias (%) de los tres genotipos con su fenotipo asociado, prolificidad media por 
ganadería y número de animales analizados. 
Ganaderías N P FecX+/FecX+ (normales) 
FecX+/ FecX R 
(prolíficas) 
FecX R / FecX R 
(estériles) 
H109 521 1.590 86.6 13.4 0 
Z201 153 1.545 73.3 26.7 0 
H321 175 1.542 81.2 17.7 1.1 
H327 332 1.531 92.2 7.8 0 
Z202 1613 1.527 79.4 20.5 (2) 0.1 
Z221 677 1.516 78.3 (2) 21.2 0.5 
Entre paréntesis, casos de hembras freemartin. N: Número de hembras genotipadas; P: Prolificidad media de la ganadería. 
 
 
 
 
 
 
5.1.1.4. Recomendaciones para la difusión del alelo FecX R  
Ya que  las ovejas portadoras del alelo FecX R no muestran ningún carácter morfológico 
externo  que  las  diferencie  de  las  no  portadoras,  se  hace  necesario  un  sistema  de 
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cubriciones  basado  en  el  genotipado  a  fin  de  evitar  futuros  problemas  de  esterilidad  y 
consanguinidad que podrían originarse al cruzar machos y hembras portadores de  forma 
incontrolada.  Los  emparejamientos  entre  animales  con  genotipos  prolíficos  deberían 
hacerse de forma dirigida, en un plan de divulgación basado en los siguientes puntos: 
• Control electrónico de todas las ovejas inseminadas con machos potadores de FecX R y 
de  su descendencia, y elaboración de un programa  informático con el  fin de  registrar el 
100% de  los animales  inseminados con FecX R y toda  la descendencia que se queda en  la 
explotación. 
• Genotipar todos  los machos de las ganaderías privadas susceptibles de ser portadores 
de FecX R. Los machos portadores son adquiridos a los ganaderos, y en caso de que superen 
unos  estrictos  controles  morfológicos  y  sanitarios,  son  introducidos  al  Centro  de 
inseminación como futuros donantes de semen. El objetivo es tener los machos FecX R bajo 
control oficial, evitando emparejamientos en las ganaderías que produzcan descendientes 
estériles. 
• Establecer un programa de inseminaciones a partir de machos FecX R en las ganaderías 
interesadas. Las inseminaciones van precedidas de una extensa información individualizada 
y personalizada al ganadero sobre el uso adecuado que debe darle a esta variante FecX R. 
• Destinar  toda  la descendencia de  las hembras FecX  R a matadero. Sin embargo, para 
aquellos ganaderos que  tienen un  interés especial en  la descendencia de estas hembras 
FecX R, se ha establecido un servicio público de genotipado que  les permita descartar  las 
corderas homocigotas, e identificar las heterocigotas. 
•  Inseminar un número  limitado de ovejas en  cada ganadería. El objetivo es  limitar  la 
población de hembras portadoras de FecX R al 30% de la población total de ovejas, al menos 
hasta no descartar completamente la existencia de características no deseables asociadas al 
FecX R. 
•  Continuar  con  el  plan  de  selección  clásico  seguido  hasta  ahora  de  aumento  de 
prolificidad por vía poligénica. 
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5.1.2. Búsqueda de nuevas mutaciones en genes «Fec» 
Como se ha comentado en el apartado anterior 5.1.1.2, los estudios sobre los parámetros 
genéticos demostraron que aunque el efecto del gen en  la población es significativo, no 
explica per se la mayor parte de la varianza genética del carácter prolificidad (Tabla 5.2). Por 
otro lado, las tendencias genéticas de los sementales y sus hijas, así como el de las ovejas 
con padre desconocido disminuyen tras corregir  los VGEs cuando se  incluye el efecto del 
alelo  FecX  R  (Figuras  5.4.a  y  5.4.b),  haciendo  sospechar  que  además del  efecto  por  gen 
mayor  pueden  existir  otros  genes  que  intervienen  en  la  prolificidad,  sin  poder  todavía 
especificar  si  se  trata de un  efecto poligénico o por  el  contrario  se debe  a otros  genes 
mayores implicados. 
En este sentido, se buscó la posible implicación de nuevas mutaciones en genes mayores 
siguiendo la metodología del gen candidato utilizando la técnica PCR‐SSCPs para los genes 
GDF9 y BMP15 en colaboración con el INRA Toulouse‐ Auzeville (Francia). Posteriormente y 
debido a la ausencia de nuevas mutaciones de interés, se secuenció la totalidad de la zona 
codificante  del  gen  autosómico  BMPR1B  (Booroola)  en  los  tres  mejores  machos  del 
catálogo de reproductores que no presentaban el alelo prolífico FecX R. 
5.1.2.1. Mutaciones en BMP15 y GDF9 
Con  la  finalidad de encontrar nuevas mutaciones en  los genes mayores BMP15 y GDF9 
que pudieran estar implicadas en la prolificidad de la Rasa Aragonesa se empleó la técnica 
SSCPs  “Single  Strand  Conformation  Polymorphisms”  y  así  poder  barrer,  mediante  la 
tecnología de paseo genómico “Genome Walking”, la zona codificante de ambos genes. Se 
empleó con un total de 3 fragmentos solapados para el gen BMP15 (B1, B2, B3) y 4 para el 
gen GDF9 (G1, G2, G3 y G4) en zonas exónicas, además de otros 2 fragmentos (B4 y G5) que 
amplificaban  en  región  3’  UTR  en  los  dos  genes  (Apdo.  4.2.5).  Las  muestras  de  ADN 
empleadas en el ensayo pertenecían mayoritariamente a animales no portadores del alelo 
FecX R que presentaban los valores genéticos más elevados para la prolificidad, así como a 
hembras estériles que no portaban el alelo FecX R ni tampoco eran freemartin (Tabla 4.1).  
Una vez encontradas diferencias de movilidad electroforética para un mismo fragmento 
amplificado por PCR  (fragmentos B1, B2, G1, G2, etc.) de distintos animales como puede 
verse en el ejemplo  (Figura 5.8), se enviaron a secuenciar para averiguar  las mutaciones 
responsables  de  las  diferencias  de  conformación  detectadas mediante  SSCPs  en  gel  de 
acrilamida (Figura 5.9). 
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En total se encontraron 4 polimorfismos en el gen BMP15 y otros 9 en el gen GDF9, de los 
cuales  tres  no  habían  sido  descritos  hasta  el momento  (Tablas  5.8  y  5.9).  Uno  de  los 
polimorfismos  del  gen  BMP15  consistió  en  una  deleción  del  aminoácido  Leu  en  región 
preproteína  sin  efecto  sobre  el  péptido  con  actividad  biológica  y  las  otras  3  fueron 
silenciosas; una cuarta fue la deleción de 17pb hallada anteriormente por secuenciación. En 
el  gen GDF9 presentó 2 nuevas mutaciones  silenciosas para  Leu  y otras 2  comportaron 
cambio aminoacídico en zona de preproteína y en consecuencia sin efecto sobre el péptido 
maduro. Las restantes, hasta 8, fueron silenciosas y una última fue descrita anteriormente 
sin efecto sobre prolificidad (Tabla 5.9). 
Tabla 5.8. Mutaciones detectadas en los fragmentos amplificados mediante PCR-SSCP en el gen 
BMP15 y cambio aminoacídico correspondiente. 
PCR-SSCP posición EXÓN MUTACIÓN CAMBIO DESCRIPCIÓN 
B1 112-597 1 
TCT del Leu del deleción sin efecto no descrita 
 A ? G  Gln ? Gln Mutación silenciosa no descrita 
B2 359-691 2 17pb  del WVQKST del * deleción ?  alelo FecX R  
B3 664-916 2 C ? T Pro ? Pro Mutación silenciosa 
B4 915-1205 2    ---      ------ Fragmento Monomórfico 
(*)Deleción de 17 pb que produce un cambio en la pauta de lectura y que hace que se sintetice un propéptido sin 
actividad biológica conocida. 
 
Tabla 5.9. Mutaciones detectadas en los fragmentos amplificados mediante PCR-SSCP en el gen 
GDF9 y cambio aminoacídico correspondiente. 
PCR-SSCPposición EXÓN MUTACIÓN CAMBIO DESCRIPCIÓN 
G11734-2175 1 
 C ? T  / 148 Leu 50 Leu Mutación silenciosa  no descrita 
 C ? T  / 214 Leu 69 Leu Mutación silenciosa  no descrita 
 G ? A  HhaI Arg 87 His Sin efecto. Descrita 
G2 3270-3780 2 
 C ? T  /471 Val 157 Val Mutación silenciosa descrita 
 A ? G  / 477 Leu159 Leu Mutación silenciosa descrita 
G3 3707-4080  2 
 G ? A  / 721 Lys ? Glu OH-? H+. Descrita. Sin efecto 
 G ? C  / 822 His ? Gln OH-? sin carga. Descrita. Sin efecto 
G4  3939-4376 2 --- ------ Fragmento monomórfico 
G5  4336-4714 2 
A ? G  / 978  Glu 326 Glu Mutación silenciosa descrita. 
G ? A  / 994 Val 332 Hile Conservativa. Descrita. Sin efecto 
G5  4537-4929 2 --- ------ Fragmento monomórfico 
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Figura 5.8. Fotografía de dos geles de acrilamida obtenidos mediante la técnica PCR-SSCP del gen 
BMP15 con conformaciones espaciales diferentes indicadas por flechas (*) causadas por: a) 
pérdida de un triplete en la región B1; b): deleción de 17pb en la región B2. 
a)  b)
 
(*)En ambos geles se presentan animales con diferentes alelos para un mismo fragmento: las flechas grises corresponden 
a distintos portadores homocigotos y las flechas negras a portadores heterocigotos que se distinguen con claridad por la 
presencia de bandas intermedias causadas por la formación de hebras heterodúplex de DNA (flechas entramadas). 
 
Figura 5.9. Cromatograma correspondiente al fragmento G4 del gen GDF9 amplificado mediante 
PCR-SSCP y posteriormente enviado a secuenciar de un animal con diferente movilidad 
electroforética. 
GAG ? Glu (E)
GAA ? Glu (E)
GTT ? Val (V)
ATT ? Ile ( I )  
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5.1.2.2. Mutaciones en el gen BMPR1B «Booroola» 
Al  no  encontrar  nuevas mutaciones  en  los  genes  GDF9  y  BMP15  que  pudieran  estar 
afectando  la  funcionalidad de  las proteínas  sintetizadas por estos dos  genes,  se decidió 
abordar el estudio de la secuencia nucleotídica del gen Booroola (BMPR1B) en la raza Rasa 
Aragonesa.  
Se comenzó por secuenciar completamente la zona codificante completa del gen para los 
tres  mejores  machos  del  catálogo  de  2007,  procediendo  de  igual  modo  al  realizado 
inicialmente con los dos genes anteriores. 
En  BMPRIB  se  detectaron  3  polimorfismos  de  tipo  SNP  en  zona  codificante  que  eran 
silenciosos, uno  en  el  exón  6  y dos  en  exón  7.  También  se detectaron  4  SNPs  en  zona 
intrónica  con  lo  que  se  deduce  que  ninguno  de  ellos  va  a  tener  una  implicación  en  la 
estructura aminoacídica del receptor BMPR1B y por tanto, efecto sobre la prolificidad. Tres 
de estos se encontraron en el intrón 2 y otro en el intrón 7 (Figura 5.10). 
No se ha detectado en  los  tres machos de RAA  la mutación Q249R en exón 6 descrita 
como la causante del fenotipo ovino FecB B asociada a un incremento en la TO en hembras 
de Merino Australiano Booroola (Souza et al., 2001; Mulsant et al., 2001) como tampoco se 
ha encontrado ninguna otra mutación en ovino cuya ortóloga en la especie humana están 
asociadas en enfermedades acondroplásicas. 
Figura 5.10. Esquema del gen Booroola (BMPR1B) donde se comparan las secuencias en los tres 
mejores machos del catálogo de reproductores con secuencia consenso del GenBank núm. 
NM_001009431. La mutación Q249R es la responsable del fenotipo Booroola en ovino. Las 
mutaciones I200K y R486W están implicadas en enfermedades acondroplásicas en humano. 
 
 
    1     2  3    4      5               6  7                 8         9    10 
Secuencia 
Consenso 
NCBI 
  
     3 SNPs en intrón    2  SNPs                            1 SNP  
              I 200K                    R486W 
                   Q249 R     
            
RAA 56 
RAA 58 
RAA 59 
        
     3 SNPs en intrón  1SNP en exón 6       2 SNPs en exón7 
           mutación silente     mutaciones silentes 
                  56, 58 y 59 G/G          58 y 59  C/C  
           56  T/ T  
macho  A
macho  B
macho  C
GenBank
Núm.
NM_001009431
machos A, B y C son machos B y C son C/C
machos A es T/T  
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Las tres mutaciones detectadas en zona intrónica son homocigóticas para los tres machos 
analizados de  la raza Rasa Aragonesa, por  lo que no existe variabilidad entre ellos (Figura 
5.11.a).  Únicamente  cuando  se  compara  la  secuencia  de  estos  tres  machos  con  la 
depositada en la base de datos del GenBank, se puede apreciar que existe el polimorfismo 
mencionado (Figura 5.11.b), siendo menos variable el alelo salvaje, todos son guaninas (G), 
respecto a RAA, en los que se alternan adeninas (A) y timinas (T). 
Figura 5.11. a) Alineamiento múltiple mediante el programa ClustalW v1.83 de las secuencias 
correspondientes a la zona intrón2–exón3 de los 3 machos más prolíficos del 15º Catálogo de 
Reproductores, realizado. b) Parte de la secuencia comparada de los tres machos (alelo RAA) con la 
del alelo consenso (WT), mediante el programa BLASTn. 
              <---------- INTRÓN -----------II---------------------------   EXÓN 3  ---------------------------?
  
Booroola_56  CTGTCAGGTTTCAATTTCAGGACACTCCCATTCCTCATCAGAGAAGATCCATTGAATGCT 60
Booroola_58  CTGTCAGGTTTCAATTTCAGGACACTCCCATTCCTCATCAGAGAAGATCCATTGAATGCT 60
Booroola_59  CTGTCAGGTTTCAATTTCAGGACACTCCCATTCCTCATCAGAGAAGATCCATTGAATGCT 60
             ************************************************************
Alelo RAA  TTTCAATTTCAGGACACTCCCATTCCTCATCAGAGAAGATCCATTGAATGCTGCACAGAA 668
          ||||| | || ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Alelo WT   TTTCAGTGTCGGGACACTCCCATTCCTCATCAGAGAAGATCCATTGAATGCTGCACAGAA 341
a)
b)
 
 
Por otro lado, los polimorfismos encontrados en zona exónica tanto en exón 6 como en 
exón 7 son de tipo silencioso, es decir, no comportan un cambio del aminoácido durante la 
traducción del ARNm. La mutación silenciosa detectada en el exón 6 se sitúa en la región de 
la proteína que está involucrada en actividades de fosforilación por parte del receptor y es 
justamente anterior al triplete donde se ha detectado la mutación I200K responsable de la 
braquidactilia de tipo A2 en la especie humana con mayor incidencia en mujeres (Lehmann 
et al., 2003) o la mutación R486W con efecto muy similar (Lehmann et al., 2006). Como se 
observa en  la  figura 5.12, el SNP “G/A”  forma parte de  los  tripletes “ACG” o “ACA”, que 
codifican para Treonina (T) en ambos casos: 
Figura 5.12. Alineamiento de parte de la secuencia amplificada de 239pb del exón 6 de BMPR1B 
ovino donde se aprecia el SNP silencioso “G/A” y la situación hipotética de la mutación I200K con 
efecto en la especie humana. 
      Thr(T) 
Alelo RAA  AGGACGATAGCAAAGCAAATTCAGATGGTGAAACAGATTGGAAAAGGTCGCTATGGGGAA  60
         ||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Alelo WT   AGGACAATAGCAAAGCAAATTCAGATGGTGAAACAGATTGGAAAAGGTCGCTATGGGGAA  735
       I200K 
Thr(T)
I200K 
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En cambio, las mutaciones detectadas en exón e intrón 7 sí son variables entre los machos 
de RAA  (Figura 5.13.b), aunque estas no tengan ningún efecto sobre  la  funcionalidad del 
receptor. Ambas mutaciones silenciosas corresponden al cambio “T/C” y suceden en uno 
solo  de  tres  los  machos  (el  macho  A)  indicando  una  única  combinación  haplotípica 
diferente. Como se observa en la figura 5.13.a, el SNP situado en zona exónica codifica de 
forma invariable para Tirosina (Y). 
Figura 5.13. Alineamiento de parte de la secuencia amplificada en exón e intrón 7 para los tres 
machos A, B y C. a) Mutación silenciosa debida al SNP situado en exón 7, cuyos diferentes tripletes 
codifican para el mismo aminoácido Tirosina (Y). b) Mutación tipo SNP situada en zona intrónica 
justo después del exón 7. 
       Tyr(Y)  
Booroola_56   TATGATTACCTGAAGTCCACCACCCTAGACACTAAGTCGATGTTGAAGCTAGCCTATTCC 60
Booroola_58   TACGATTACCTGAAGTCCACCACCCTAGACACTAAGTCGATGTTGAAGCTAGCCTATTCC 60
Booroola_59   TACGATTACCTGAAGTCCACCACCCTAGACACTAAGTCGATGTTGAAGCTAGCCTATTCC 60
              ** ********************************************************* 
Booroola_56   CTTTTTATGGTCCTTTTCTATCACTTTTTATAGATGATGCATTTTGTTGCTCAGGGTTTC 60
Booroola_58   CTTTTTATGGTCCTTTTCTATCACTTTTTATAGATGATGCATTTTGTTGCTCAGGGCTTC 60
Booroola_59   CTTTTTATGGTCCTTTTCTATCACTTTTTATAGATGATGCATTTTGTTGCTCAGGGCTTC 60
              ******************************************************** *** 
a)
b)
macho  A
macho  B
macho  C
Tyr(Y) 
macho  A
macho  B
macho  C
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5.2. Estudio de factores genéticos relacionados con Estacionalidad 
La  elección  del  gen  MTNR1A,  como  factor  genético  relacionado  con  estacionalidad 
reproductiva en Rasa Aragonesa,  fue debida a diferentes estudios previos en  los que  se 
hallaron dos mutaciones silenciosas asociadas a caracteres de estacionalidad y que estaban 
en desequilibrio de ligamiento con posibles polimorfismos en una región cercana (Pelletier 
et al.2000; Chu et al., 2003; Mura et al., 2009; Mateescu et al., 2009) en diferentes razas 
ovinas. Igualmente, Notter et al., (2003) también asoció indirectamente dichas mutaciones 
a un incremento de la prolificidad numérica. 
5.2.1. Aislamiento y caracterización de la región codificante del gen MTNR1A 
La estructura terciaria de receptor MNTR1A (Tabla 5.10) comprende un conjunto de siete 
estructuras  de  hélice  transmembrana  (TM)  vinculados  por  la  alternancia  de  bucles 
extracelulares (ECLS) y bucles intracelulares (ICL). 
Tabla 5.10. Representación de la estructura terciaria conservada de receptor MNTR1A que 
comprende un conjunto de siete estructuras de hélice transmembrana (TM) vinculados por la 
alternancia de bucles extracelulares (ECLS) y bucles intracelulares (ICL). 
Elemento Posición Local GPCRDB  B&W 
N-terminal 1-41   
TM1  41 - 70  110 - 139  1.30 - 1.59 
ICL1  71 - 76    
TM2  77 - 106  212 - 241  2.38 - 2.67 
ECL1  107 - 112    
TM3  113 - 145  312 - 344  3.22 - 3.54 
ICL2  146 - 156    
TM4  157 - 178  409 - 430  4.39 - 4.60 
ECL2  179 - 200    
TM5  201 - 226  506 - 531  5.36 - 5.61 
ICL3  227 - 246    
TM6  247 - 278  598 - 629  6.28 - 6.59 
ECL3  279 - 286    
TM7  287 - 312  709 - 734  7.29 - 7.54 
TM8  313 - 328  805 - 820  8.45 - 8.60 
C-terminal 329 - 366    
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Figura 5.14. Modelo bidimensional del receptor MTNR1A embebido en una membrana lipídica 
representado por una cadena peptídica de residuos mediante la simbología de círculos “Snake 
Plot”. 
V105V
S112N*
S113P**
L125L
T135T
T158T
Y186Y P188P
V220I* K333K
A282D**
Citosol
Bicapa
lipídica
Exterior 
Celular
Melatonina
 
 
Como resultado de  la búsqueda de  la secuencia codificante del gen, se encontraron un 
total de 11 mutaciones  tipo SNP de  las cuales 7 eran  sinónimas, 2  conservativas y 2 no 
conservativas sin efecto sobre la conformación de la proteína (Figura 5.14; Tabla 5.11).  
Cuatro  de  ellas  no  habían  sido  descritas  previamente  en  otras  razas  y  ocupan  las 
posiciones 363, 383, 385 y 423 según la secuencia depositada en GenBank U14109.  Dos de 
ellas son silenciosas sin cambio de aminoácido y otra es conservativas con cambio de Serina 
por Asparagina (S112N) en  la secuencia proteica que a priori no modifica  la polaridad por 
tratarse  de  substituciones  aminoacídicas  dentro  del mismo  grupo  (sin  carga/  polar).  La 
tercera mutación es una sustitución de Serina por Prolina (S113P) que es no conservativa, 
cambiando de grupo sin carga/polar (Serina) a un grupo hidrófobo polar (Prolina). 
Parece destacable que el mayor número de polimorfismos detectados entre las distintas 
razas se suceden a partir de la segunda mitad del exón 2, es decir, cerca del extremo 3’ UTR 
indicando que  la zona previa al C‐terminal del receptor es más variable entre  las distintas 
razas.  En  consecuencia,  parece  lógico  pensar  que  la mayor  variabilidad  entre  animales 
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afecte más a los procesos de señalización celular en el interior del citosol, mientras que las 
zonas centrales ricas en hélices TM o el extremo N‐terminal de unión específica a ligando 
(hormona  melatonina)  menos  polimórficas,  mantendrían  menor  tasa  de  mutaciones 
génicas. 
Tabla 5.11. Posición de las mutaciones y cambio aminoacídico en el exón 2 del gen receptor 1A de 
la melatonina MTNR1A (según GenBank U14109; Uniprot P48040) en ovejas de la raza Rasa 
Aragonesa (RA), Merino d’Arles (MA) e Îlle de France (IF) en Pelletier et al., (2000) y Sarda (SA) en 
Carcangiu et al., (2009). 
Posición 
U14109 
Mutación 
en codón 
Cambio 
aminoácido 
Posición 
P48040 
Tipo 
Cambio 
Elemento 
Estructural RAA 
MA 
IF SA 
363 gt A ? gt T Val ? Val V105V Sin. TM2 X   
383 aGc ? aAc Ser ? Asn S112N* Con. ECL1 X   
385 Tcc ? Ccc Ser ? Pro S113P** nCon. TM3 X   
423 t t G ? t t A Leu ? Leu L125L Sin. TM3 X   
426 aGc ? agT Ser ? Ser S126S Sin. TM3  X  
453 ac G ? acT Thr ? Thr T135T Sin. TM3 X X X 
522 acG ? acA Thr ? Thr T158T Sin. TM4 X   
555 acG ? acA Thr ? Thr T169T Sin. TM4  X  
606RsaI t aC ? t aT Tyr ? Tyr Y186Y Sin. ECL2 X X X 
612MnlI ccG ? ccA Pro ? Pro P188P Sin. ECL2 X X X 
706 G tc ? A tc Val ? Ile V220I* Con. TM5 X X X 
783 ct G ? ct A Leu ? Leu L245L Sin. ICL3  X X 
801 agG ? agA Arg ? Arg R251R Sin. TM6  X X 
891 cc C ? ccT Pro ? Pro P281P Sin. ECL3  X X 
893 gCc ? gAc Ala ? Asp* A282D** nCon. ECL3 X X X 
1047 aaA ? aaG Lys ? Lys K333K Sin. C-Term X   
     RAA: Rasa Aragonesa;      MA: Mérino d’Ârles;       IF: Îlle de France;       SA:   Sarda 
     Sin.: Sinónimo;    Con.: Conservativo;    nCon.: non Conservativo 
  * Cambio aminoacídico;  ** Cambio aminoacídico del tipo no conservativo 
Debido a que el cambio aminoacídico de serina por prolina  (S113P) no es conservativo 
pero se produce en la tercera hélice (TM3) transmembrana (Tabla 5.10) que es una región 
embebida en la bicapa lipídica y posterior a la región N‐terminal donde se ubica el centro 
activo de unión a la melatonina, se descarta un gran efecto sobre la actividad funcional del 
receptor. 
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También  se  ha  detectado  una  sustitución  de  Valina  por  Isoleucina  (V220I), mutación 
conservativa dentro del grupo hidrófobo polar, en el bucle externo 3 (ECL3) que tampoco 
afectaría a la función del receptor (Trécherel et al., 2006), tras validar el efecto de las dos 
variantes proteicas  en  células  transfectadas Cos7,  aún  a  pesar  de  que  cada  vez  es más 
evidente que este dominio extracelular puede cumplir una serie de funciones importantes 
con respecto a la señalización de los receptores acoplados o asociados a proteínas G (GPCR, 
descrito  en  el  Apdo.  2.2.1),  como  son:  la  activación  por  ligando  agonista  vinculante,  la 
selectividad del ligando y activación del receptor (Lawson  and Wheatley, 2004). 
Todas  las mutaciones  halladas  en  la  secuencia  aminoacídica  fueron  analizadas  con  el 
programa  Polyphen  (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/)  para  la  predicción  de  sus 
posibles efectos  sobre  la  función o  la estructura de  la proteína, no hallando mutaciones 
potencialmente dañinas. 
Igualmente se ha encontrado en Rasa Aragonesa los dos SNPs silenciosos, que a pesar de 
ser  sinónimos  han  demostrado  asociación  a  estacionalidad  reproductiva  en  otras  razas 
(Pelletier et al., 2000). Su posición nucleotídica son 606 y 612, según referencia GenBank 
U14109. Estas mutaciones se estudiaron en dos diseños animales para estudiar su efecto en 
el carácter estacionalidad y prolificidad. Así, ambas mutaciones se genotiparon mediante 
PCR‐RFLPs  con  las  enzimas RsaI  (SNP606)  y MnlI  (SNP612),  ver  apartado  del material  y 
métodos 4.2.3.4, en  las tres familias de medio‐hermanas, descritas en el apartado 4.1.5 y 
en el panel de animales para el estudio de prolificidad del apartado 4.1.2. 
5.2.1.1. Análisis realizados sobre los SNPs 606 y 612 
Antes de describir los resultados sobre los dos SNPs del gen MTNR1A con posición 606 y 
612 cuyas dianas de restricción corresponden a RsaI y MnlI, recordemos  la nomenclatura 
utilizada por  los diversos autores que trabajan en el presente tema, ya que  la bibliografía 
consultada pudiera llegar a ser confusa. 
Los dos  alelos producidos por  la enzima de  restricción RsaI utilizada para detectar  los 
alelos del SNP606, se denominan con la letra mayúscula “R“ y la minúscula “r”. El alelo “R” 
también se conoce con el signo “(+)”  indicando así presencia de corte enzimático porque 
tiene  el nucleótido  “C”  en  la diana de  restricción  reconocida por  la  enzima RsaI. Por  el 
contrario,  el  alelo  “r”  se  simboliza  con  el  signo  “(−)”  por  no  producir  corte  enzimático 
debido a  la presencia del nucleótido “T” en  la diana de  restricción. Del mismo modo  se 
procede con  la enzima de restricción MnlI utilizada para detectar  los alelos del SNP612, y 
cuyos  alelos  “M” o  “m” obedecen  a  la presencia  “(+)” o  ausencia  “(−)” de  corte por  la 
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tenencia de  los nucleótidos “G” o “A”,  respectivamente. A continuación se presenta una 
tabla en la que se sintetiza lo anteriormente expuesto (Tabla 5.12). 
Tabla 5.12. Correspondencia entre los SNPs, dianas de restricción, alelos y genotipos hallados en el 
gen MTNR1A asociados a estacionalidad reproductiva en ovino. 
Dianas restricción (SNP) Alelos / nucleótidos Genotipos posibles 
RsaI (SNP606) “R” y “r”/ (C y T)  RR: Rr: rr = CC: CT: TT  
MnlI (SNP612) “M” y “m”/ (G y A)  MM: Mm: mm =  GG: GA: AA  
para ambas dianas presencia(+) / ausencia (–) (++): (+/-): (-/-) 
 
Estas mutaciones se estudiaron mediante genotipado selectivo en dos diseños animales 
para  ver  si  presentaban  un  efecto  asociado  al  carácter  estacionalidad  reproductiva  y  al 
carácter prolificidad. Así, el fragmento amplificado (Figura 5.15) se dividió en dos alícuotas 
para ser digerido independientemente mediante RFLPs con las enzimas de restricción RsaI 
(SNP606)  y MnlI  (SNP612)  como  se  puede  ver  en  los  geles  de  agarosa  (Figuras  5.16.a  y 
5.16.b,  respectivamente)  sobre  los  dos  diseños  de  animales  mencionados;  uno 
perteneciente  a  las  tres  familias de medio hermanas del  apartado 4.1.5  y otro  sobre el 
panel de animales para el estudio de prolificidad del apartado 4.1.2. 
El  perfil de  bandas  obtenido mediante RFLP  al  genotipar  el  SNP606  con  la  enzima de 
restricción RsaI y visualización en gel de agarosa al 2.5% (Figura 5.16.a) está compuesto por 
la  combinación  de  tres  bandas  con  tamaños  de  148,  102  y  79  pb.  Los  animales  con 
presencia del alelo R en homocigosis presentan bandas de 148 y 79 pb, mientras que  los 
heterocigotos presentan  las  tres bandas.  Los homocigotos no portadores de  la diana de 
restricción, con alelo r(‐) o genotipo rr, presentan las bandas de 148 y 102 pb. 
El  perfil de  bandas  obtenido mediante RFLP  al  genotipar  el  SNP612  con  la  enzima de 
restricción MnlI está compuesto por la combinación de cuatro bandas con tamaños de 237, 
170, 67 y 13 pb (Figura 5.16.b). Los animales con presencia del alelo M(+) en homocigosis 
presentan bandas de 237 y 13 pb, mientras que los homocigotos no portadores de la diana 
de restricción, con genotipo mm, presentan las bandas de 170, 67 y 13 pb. Finalmente los 
heterocigotos presentan las cuatro bandas. 
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Figura 5.15. Esquema del gen MNTR1A en el que figura la amplificación MT_3 donde se han 
descrito los SNPs 606 (RsaI) y 612 (Mnll). 
Exón 2Exón 1Promotor
3’5’
Rsa I Mnl I
MT_3  
Figura 5.16.a. Genotipado del SNP606 mediante la enzima de restricción RsaI y visualización en gel 
de agarosa al 2.5%. 
1     2     3      4     5     6      7     8     9    10    11 12   13   14   15   16
148 pb
102 pb
79 pb
 
Líneas 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8, 9, 12 y 15 son animales heterocigotos RsaI con genotipo Rr(+/-) por presencia de los nucleótidos 
C/T. Líneas 10, 11, 12 y 14 son animales homocigotos RsaI con genotipo RR(+/+) por presencia nucleótidos C/C . Línea 6 
en un animal homocigoto RsaI con genotipo rr(-/-) por presencia nucleótidos T/T. 
 
Figura 5.16.b. Genotipado del SNP612 mediante la enzima de restricción MnlI y visualización en gel 
de agarosa 2.5%. La banda de 13pb desaparece del gel. 
1     2      3     4      5     6     7     8     9    10    11  12   13   14   15   16
237 pb
170 pb
67 pb
 
Línea 1, marcador de referencia de 150 pb. Líneas 3, 4, 8 y 9, son animales heterocigotos MnlI con genotipo Mm(+/-). 
Líneas 10, 11, 12, 13, 14, 15 y 16 son animales homocigotos MnlI con genotipo MM(+/+). Líneas 2, 5, 6, y 7 son animales 
homocigoto MnlI con genotipo mm(-/-). 
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5.2.1.1.1. Estudio de frecuencias de los SNPs 606 y 612 
En RAA, las frecuencias alélicas del SNP606 son intermedias mientras que la del alelo m(‐) 
presenta una frecuencia muy baja en los animales de esta raza, existiendo claras diferencias 
entre las proporciones alélicas procedentes de uno y otro SNP (Tablas 5.13 y 5.14). Aun así, 
las frecuencias observadas para los alelos del SNP612 (Mnll) son prácticamente idénticas a 
las encontradas en la raza Columbia, muy popular en las extensas áreas de EEUU occidental 
por  su  gran  formato  y  sus  buenas  características  de  crecimiento. Además,  según  varios 
autores (Pelletier et al., 2000) parece que ovejas de raza Romney con al menos una copia 
del alelo M(+) paren a edades más tempranas, son más capaces de quedar gestantes y criar 
fuera  de  estación  y  de  tener  intervalos más  cortos  entre  el  1º  y  2º  parto  que  las  que 
expresan tan sólo el alelo m(‐). Contrariamente a lo que se podría esperar, estas frecuencias 
son poco parecidas a las observadas en otras razas mediterráneas como son la raza Sarda, 
donde  la  frecuencia del alelo M(+) es  inferior a  las procedentes de cruces con Merino, y 
donde  la  incidencia del alelo M(+) es claramente menor. En cambio,  las proporciones del 
alelos R(+) y r(‐) del SNP606 (RsaI), son prácticamente idénticas a las encontradas en otras 
razas como Han o Hampshire para las cuales no se han demostrado asociación a estacionalidad. 
Tabla 5.13. Frecuencias alélicas (%) de los SNPs 606 (RsaI) y 612 (MnlI) sobre el número total de 
hembras genotipadas (n=80) pertenecientes al panel familiar de medio hermanas. 
RsaI Frecuencia (%)                      v MnlI Frecuencia (%) 
R (+) 48.75  M (+) 87.50 
r (−) 51.25  m (−) 12.50 
En cuanto al panel de animales para prolificidad, las frecuencias alélicas del SNP606 (RsaI) 
son del mismo orden que las halladas en el panel familiar de medio‐hermana, tanto en la 
frecuencia total  (Ft) como en  las  frecuencias halladas en  las colas de alta  (Fa) y baja  (Fb) 
(Tabla 5.14). En cambio, sí se dan diferencias de frecuencia del alelo m(‐) en ambos diseños, 
siendo doble en el panel de prolificidad respecto al de las familias de medio‐hermanas.  
Tabla 5.14. Frecuencias alélicas (%) de los SNPs 606 (RsaI) y 612 (MnlI) sobre el número total de 
hembras genotipadas para el panel de prolificidad (n=232). 
RsaI Ft (%) Fa (%) Fb (%)                      v MnlI Ft (%) Fa (%) Fb (%) 
R (+) 53.45 56.00 50.46  M (+) 71.77 70.73 72.94 
r (−) 46.55 44.00 49.53  m (−) 28.23 29.27 27.06 
Ft: frecuencia total (n=232); Fa: Frecuencia de la cola alta de prolificidad (n= 123); Fb; Frecuencia de la cola baja de 
prolificidad (n=109). 
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En las tablas 5.15.a y 5.15.b se pueden apreciar las frecuencias relativas de los genotipos 
de  los  SNPs  606  y  612,  tres  familias  de medio‐hermanas  utilizadas  en  los  estudios  de 
ciclicidad. Es destacable, que aunque los tres machos resultaron heterocigotos para ambos 
polimorfismos, siempre apareció uno o varios genotipos con frecuencia nula o casi nula en 
alguna de las tres familias. Así, el SNP606, digerido con la enzima RsaI, presenta genotipos 
nulos  CC  y  TT  para  las  familias B  y  C,  respectivamente  (Tabla  5.15.a),  y  el  genotipo  CC 
prácticamente es nulo en la familia A. En cambio, el SNP612, digerido con la enzima MnlI, 
presenta únicamente un genotipo nulo, el AA, para las familias A y C (Tabla 5.15.b). 
 
Tabla 5.15.a. Frecuencia relativas (%) de los genotipos debidos al SNP606 respecto al total de hijas 
que tiene cada macho (n=80). 
Genotipo N. Frecuencia Total macho A macho B macho C 
CC (+/+) 18 22.50 5.00 0.00 95.00 
CT  (+/-) 42 52.50 37.00 34.00 29.00 
TT  (- /-) 20 25.00 50.00 50.00 0.00 
 
Tabla 5.15.b. Frecuencia relativas (%) de los genotipos debidos al SNP612 respecto al total de hijas 
que tiene cada macho (n=80). 
Genotipo N. Frecuencia Total macho A macho B macho C 
GG (+/+) 61 76.25 26.25 27.50 22.50 
AG (+/-) 18 22.50 6.25 2.50 13.75 
AA  (-/-) 1 1.25 0.00 1.25 0.00 
 
Cuando  los  dos  SNPs  fueron  considerados  independientemente,  las  frecuencias 
genotípicas  esperadas  no  resultaron  significativamente  diferentes  de  las  observadas, 
indicando equilibrio de Hardy‐Weinberg, siendo no significativo en ambos el valor de Chi‐
cuadrado  para  la  hipótesis  de  desigualdad  de  frecuencias.  Por  otro  lado,  cuando 
consideramos el genotipo combinado por ambas dianas de restricción RsaI‐MnlI sin tener 
en cuenta las familias, las frecuencias observadas y esperadas también mostraron EHW tras 
realizar  la  prueba  exacta  de  Fisher  (3x3),  a  pesar  de mostrar  un  desplazamiento  de  las 
frecuencias hacia los genotipos Rr MM (Tabla 5.16). 
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Tabla 5.16. Frecuencias combinadas de los genotipos debidos a las dianas RsaI y MnlI sobre el 
número total de hembras genotipadas. Entre paréntesis (N) número de animales. 
  RsaI 
MnlI 
vvvGenotiposvvv RR o (C/C) Rr  o (C/T) rr  o (T/T) Total 
MM o (G/G) 8.75           (7) 46.25     (37) 21.25      (17) 76.25      (61) 
Mm o (A/G) 13.75       (11) 6.25          (5) 2.50          (2) 22.50      (18) 
mm o (A/A)   0               (0)  0               (0) 1.25          (1) 1.25          (1) 
 total 22.50        (18) 52.50      (42) 25.0         (20) 1,25         (80) 
 
5.2.1.1.2. Estudios de Asociación de SNP606 y 612 a ciclicidad reproductiva 
Las  fuentes de  variación del modelo  fueron altamente  significativas  (P <0.0001; Tablas 
5.17.a, 5.17.b y 5.17c) para  los genotipos procedentes de  las dianas de restricción RsaI y 
MnlI. Se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de ovejas cíclicas asociado a 
los genotipos, así como entre meses (Tablas 5.17.a y 5.17.b). 
Tabla 5.17.a. Fuente de variación del modelo lineal generalizado con medidas repetidas para 
variables categóricas analizado mediante el procedimiento CATMOD de SAS en el SNP606 (RsaI). 
Fuente GL Chi-Cuadrado Significación 
Raíz o Intercept, f(x)=0  1 514.9 P<0.0001 
Genotipos por SNP606 * 6 45.6 P<0.0001 
Mes 5 123.0 P<0.0001 
Interacción Gen x Mes 30 179.7 P<0.0001 
                                   * Los tres genotipos MM, Mm y mm se consideran anidados al macho. 
 
Tabla 5.17.b. Fuente de variación del modelo lineal generalizado con medidas repetidas para 
variables categóricas analizado mediante el procedimiento CATMOD de SAS en el SNP612 (MnlI). 
Fuente GL Chi-Cuadrado Significación 
Raíz o Intercept, f(x)=0  1 632.0 P<0.0001 
Genotipos* por  SNP612  6 47.9 P<0.0001 
Mes 5 102.9 P<0.0001 
Interacción Gen x Mes 30 432.2 P<0.0001 
                                   * Los tres genotipos MM, Mm y mm se consideran anidados al macho. 
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Tabla 5.17.c. Fuente de variación del modelo lineal generalizado con medidas repetidas para 
variables categóricas analizado mediante el procedimiento CATMOD de SAS en los SNPs 606/612. 
Fuente GL Chi-Cuadrado Significación 
Raíz o Intercept, f(x)=0  1 809.4 P<0.0001 
Genotipos Combinados SNP606/612  6 54.1 P<0.0001 
Mes 5 20.6 P<0.0009 
Interacción Gen x Mes 30 396.5 P<0.0001 
                      * Los nueve genotipos posibles combinados se consideran anidados al macho. 
 
 
Estudio  de  asociación  del  SNP606  a  ciclicidad  reproductiva:  Se  encontró  un  efecto 
significativo  del  genotipo  anidado  al  macho  para  el  carácter  estacionalidad/ciclicidad 
reproductiva.  En  promedio,  el  porcentaje  de  ovejas  cíclicas  fue  de  21.9% mayor  en  los 
homocigotos  TT  que  en  ovejas  CC  (77.5  vs  55.6%,  p  <0.01,  Tabla  5.18).  Las  ovejas 
heterocigotas  (grupo  CT)  mostraron  valores  intermedios  (67.1%),  sin  significación 
estadística  respecto  a  los  genotipos  TT  o  CC. Dentro  de  las  tres  familias,  se  observó  la 
misma tendencia. En el análisis intrafamiliar, sólo la familia del macho A fue significativo el 
genotipo  para  el  carácter  estacionalidad  cuyo  porcentaje  medio  de  ovejas  cíclicas  de 
Febrero a Julio fue de 33.3% y mayor en las hijas homocigotas TT que en CC (83.3 vs 50.0%, 
p <0.01), mientras que las hijas heterocigotas TC mostraron valores intermedios (74.4%), sin 
diferir sensiblemente de las homocigotas (TT o CC). Asimismo, en las hijas del macho B, el 
porcentaje medio  de  ovejas  cíclicas  del  grupo  TT  fue  del  7.4%  superiores  a  sus medio 
hermanas heterocigotas CT. Por último, en  las hijas del macho C, el porcentaje de ovejas 
cíclicas  con  genotipo  TC  fue  5.2%  superior  a  sus medias hermanas homocigotas CC,  sin 
alcanzar la significación estadística. 
Tabla 5.18. Porcentaje medio de ovejas cíclicas (1) durante el período de Febrero a Julio basado en 
el estudio de frecuencias de los genotipos de la diana RsaI en las tres familias (A, B y C). Número de 
hembras entre paréntesis. 
Genotipo RsaI Media macho A macho B macho C 
TT 77.5 (20) a 83.3 (10) a 71.7 (10) a -----  (0) 
CT 67.1 (41) ab 74.4 (15) ab 64.3 (14) a* 61.1 (12) a 
CC 55.6 (18)   b 50.0   (1)  b -----    (0) 55.9 (17) a 
             *1 hembra fue excluida del estudio de asociación debida a la falta de ciclicidad (anestro).  a,b: P< 0.01. 
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Por meses  (Figura  5.17),  las  diferencias más  grandes  entre  los  genotipos  TT  y  CC  se 
alcanzan en los meses de Mayo (27.8%, P<0.1), Junio (29.4%, P<0.05) y Julio (28.9%, P<0.05) 
y siguiendo la misma tendencia que cuando se analizan las familias individualmente (Figura 
5.18).  Analizando  dicha  tendencia  podemos  decir  que  en  las  hijas  del  macho  A,  las 
diferencias mayores entre los genotipos TT y CT se observan en Abril (16.6%), Mayo (13.3%) 
y  Junio  (23.3%).  Asimismo,  en  las  hijas  del macho  B,  las  diferencias mayores  entre  los 
genotipos TT y TC se registraron en Junio (15.7%) y Julio (18.6%). Por último, en las hijas del 
macho C, las diferencias mayores se dan entre los genotipos CT y CC, también durante los 
meses de Junio (13.7%) y Julio (16.2%). 
Figura 5.17. Porcentaje de ovejas cíclicas por mes y genotipos de la diana RsaI. Los asteriscos (*) 
indican diferencias significativas entre los genotipos TT y CC en los meses pertinentes. (e, f: P<0.1; 
c, d: P <0.05). 
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Figura 5.18. Porcentaje de ovejas en celo por mes y genotipo dentro de las tres familias de medio-
hermanas. De izquierda a derecha hijas de los machos A, B y C. 
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Estudio de asociación del SNP612 a ciclicidad: Se encontraron diferencias significativas 
del genotipo anidado al macho para el carácter estacionalidad/ciclicidad reproductiva entre 
los genotipos GG y AA. Sin embargo, esto se debe a la presencia de una única hembra con 
genotipo AA que presentó el 100% de ciclicidad a contraestación. Al eliminar este animal 
del  análisis,  la  diferencia  significativa  desaparece.  En  promedio,  el  porcentaje  de  ovejas 
cíclicas  fue  de  37.0%  y  32.2% mayor  en  los  homocigotos  AA  que  en  ovejas  GA  y  GG, 
respectivamente (63.0 vs 67.8%, p <0.01, Tabla 5.19) y sin diferencias significativas entre los 
genotipos GA y GG. 
Tabla 5.19. Porcentaje medio de ovejas cíclicas (1) durante el período de Febrero a Julio basado en 
el estudio de frecuencias de los genotipos de la diana MnlI en las tres familias (A, B y C). Número de 
hembras entre paréntesis. 
Genotipo MnlI Media macho A macho B macho C 
GG 67.8  (60) b 78.6  (21) a 65.1  (21) b 58.3  (18) a 
GA 63.0  (18) b 70.0    (5) a 74.9    (2) b 57.6  (11) a 
AA 100.0  (1) a -----       (0) 100.0  (1) a -----     (0) 
                  *Hembra excluida del estudio de asociación debida a la falta de ciclicidad (anestro);  a,b: P< 0.01. 
 
Por meses, las diferencias más grandes entre los genotipos AA y GG (P< 0.01) se alcanzan 
en los meses de Marzo (28.0%), Abril (53.0%), Mayo (61.3%), Junio (29.7%) y Julio (18.0%) 
(Figura 5.19), y siguen la misma tendencia que cuando se compara entre familias distintas 
(Figura  5.20).  Así  mismo,  se  alcanzaron  diferencias  significativas  (P  >  0.01)  entre  los 
genotipos AA y GA únicamente en los meses de Abril, Mayo y Junio con valores del 49.11%, 
77.5%  y 38.6%,  respectivamente.  En  términos  generales,  las diferencias  entre  estos dos 
genotipos  siguen  la  misma  tendencia  para  las  tres  familias  analizadas.  Tampoco  se 
establecieron diferencias significativas entre los genotipos AG y GG en las familias A y C en 
ninguno de los meses estudiados (Figura 5.20). 
Como conclusión, dentro de familia, se observó una tendencia similar, ya que en la familia 
B el porcentaje medio de hembras cíclicas desde Febrero a Julio era superior en un 25.1% y 
34.9% en el genotipo AA respecto los genotipos GA o GG, respectivamente (ambos P< 0.01) 
y sin diferencias entre estos dos últimos genotipos. Así mismo, tampoco se establecieron 
diferencias significativas en cuanto a porcentaje de hembras cíclicas para los genotipos GA y 
GG en las familias A y C. 
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Figura 5.19. Porcentaje de ovejas cíclicas por mes los genotipos de la diana MnIl. Los subíndices 
(a,b,c,d) indican diferencias significativas entre los genotipos. En cada mes a,b: P<0.01; c,d: P<0.05. 
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Figura 5.20. Porcentaje de ovejas en celo por mes y genotipo dentro de las tres familias de medio-
hermanas. De izquierda a derecha hijas de los machos A, B y C. 
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Estudio de los SNPs combinados 606 y 612 asociados a ciclicidad: Al igual que en el caso 
del  estudio  independiente  de  los  genotipos  debidos  a  los  SNPs  606  y  612,  todos  los 
términos  del  modelo  resultaron  altamente  significativos  (P<  0.0001)  y  se  detectaron 
diferencias significativas entre el porcentaje de ovejas cíclicas y  los genotipos por SNP612 
(diana MnlI)  anidada  al  SNP606  (diana  RsaI)  (Tabla  5.20).  Aunque  la  significación  de  la 
interacción reveló que las diferencias observadas entre MnlI para cada genotipo de RsaI no 
son similares en todo el periodo estudiado, por lo que el efecto mes resultó no significativo 
(Tabla 5.17.c). 
Tanto dentro de los grupos de genotipos CC como CT producidos por el SNP606 (RsaI), la 
media de ovejas cíclicas de Febrero a Julio  fue similar para  los genotipos AG y GG (Tabla 
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5.20) no encontrándose animales combinados al genotipo AA, como muestra la tabla 5.16. 
De forma inversa, dentro del genotipo TT el porcentaje medio de ovejas cíclicas era un 17% 
mayor cuando se encontraba combinado al genotipo AG (91.5%; P<0.01) y un 25% mayor 
cuando se encontraba combinado al genotipo AA (74.5 vs 99.9%; P<0.05) ambos respecto a 
la combinación con el genotipo GG (74.5%).  
Tabla 5.20. Contrastes ortogonales entre el porcentaje de ovejas cíclicas en anestro estacional y los 
genotipos combinados debidos a los SNPs 606 y 612 del gen MTNR1A. Entre “a,b” y “c,d” P<0.01; 
entre “e,f” P<0.05. 
SNP606 Núm. Ciclicidad (%) SNP612 Núm. Ciclicidad (%) 
TT 20 77.5 a, 
AA   1 99.9 a,c 
AG  2 91.5 a,e 
GG  17 74.5 d,f 
CT 41  67.1 a,b   
AG 5 70.0 b,c 
GG 36 66.7 b,c 
CC 18 55.6 b 
GG 7 57.1 b,c 
AG 11 54.5 b,c 
Como  conclusión parece que el alelo  r(‐) del SNP606  con presencia de Timina  (T) está 
asociado a un mayor porcentaje de hembras cíclicas y por tanto, a menor estacionalidad 
reproductiva fuera de estación en las hembras de la raza Rasa Aragonesa. Nuestro estudio 
es consistente con hallazgos anteriores (Pelletier et al., 2000; Notter et al., 2003; Mateescu 
et al., 2008; Carcangiu et al., 2009) que sugieren que una región genómica cercana al gen 
MTNR1A  o  regiones  reguladoras  del  propio  gen  son  responsables  de  una  parte  de  la 
varianza génica que regula la capacidad ovárica fuera de estación reproductiva (durante la 
primavera). Pelletier et al.  (2000) demostraron  la asociación entre el genotipo MM  (por 
MnlI) y  la actividad ovárica en  la raza Merino d’Ârles, mientras que Notter et al. (2003) y 
Mateescu et al. (2009) mostraron que la presencia del alelo M(+) producía un incremento 
de la fertilidad en primavera. Chu et al. (2006) y Carcangiu et al. (2009) sugirieron que los 
animales homocigotos par el alelo R(+), es decir, en presencia del nucleótido con citosina 
“C”,  estaban  significativamente  asociados  a  un mayor  número  de  celos  en  primavera, 
mientras que en nuestro estudio es el alelo r(‐) (en presencia del nucleótido con timina “T”) 
el que está asociado al  incremento del porcentaje de celos en primavera. Dado que esta 
mutación es  silenciosa, no puede  considerase  como  la mutación  responsable del efecto 
observado, aunque sí indica que está en desequilibrio de ligamiento con una mutación del 
mismo gen o de algún otro gen cercano responsable de dicho efecto. Por este motivo se 
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muestra  interesante  la  caracterización  de  zonas  reguladoras  del  gen  receptor  de  la 
melatonina que puedan estar implicadas directamente en este carácter.  
En conclusión, nuestros estudios confirman que el gen MTNR1A podría ser utilizado como 
marcador  en  la  selección  de  animales  con  mayor  actividad  ovárica  fuera  de  estación 
reproductiva en la RAA. Sin embargo, debido a que el polimorfismo 606 no es la mutación 
causal del efecto observado, su efectividad como marcador de ADN debería ser controlada, 
pues la asociación detectada con presencia de celos contra estación podría perderse debido 
al proceso de recombinación genética. Igualmente, esta asociación debería ser confirmada 
en  una  muestra  mayor  ampliando  el  número  de  hijas  de  estos  machos,  así  como 
completando el número de genotipos faltantes (Tablas 5.18 y 5.19) en futuros estudios. 
5.2.1.1.3. Análisis de asociación de los SNPs 606 y 612 a Prolificidad. 
El análisis de asociación  (ANOVA) en el diseño de genotipado selectivo mostró  falta de 
diferencias significativas entre  las  frecuencias alélicas y genotípicas entres  las colas de  la 
distribución alta y baja de los VGEs para el carácter prolificidad (SNP606, p=0.452; SNP612, 
p=0.851). En nuestro estudio a diferencia de Notter et al. (2003) no se encontró asociación 
con prolificidad. 
5.2.2. Aislamiento y Caracterización de la región promotora del gen MTNR1A 
Como resultado del estudio de asociación de los SNPs 606 y 612 en las familias parece que 
sí existe una ligera tendencia entre estas mutaciones y su relación con la ciclicidad fuera de 
estación. Por este motivo se inició la búsqueda de nuevas mutaciones del gen MTNR1A en 
la  zona  no  codificante,  en  animales  seleccionados  en  base  a  criterios  de  prolificidad  y 
ciclicidad (o estacionalidad reproductiva por fotoperiodo).  
Hasta  la  fecha  se  ha  conseguido  con  éxito  la  amplificación  de  dos  fragmentos  de  la 
mayoría de la región promotora, correspondientes a los fragmentos P1 y P2 (Figura 4.5) y 
que  equivale  a  un  tamaño  de  1142  pb.  Por  el momento,  y  tras  numerosos  intentos  y 
estrategias para el diseño de cebadores, ha sido  imposible  la amplificación del fragmento 
P3, que corresponde a la región más cercana al inicio de la transcripción y que se le supone 
un  tamaño de 418 pb,  tomando como  referencia  las  secuencias depositadas  tanto en el 
GenBank núm. AY524665.1 como en el primer borrador del genoma ovino (1x) visualizado 
con el software Ovine Genome Assembly v.1. 
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El  estudio  para  la  búsqueda  de mutaciones  reveló  un  total  de  17  SNPs  en  la  región 
promotora  (Figura  5.21).  De  estos  destacan  7  SNPs  que  afectan  a  posibles  factores 
reguladores de  la transcripción: SNPs 422 y 423 (motivo EF2), SNP436, 527 y 686 (motivo 
SRY), SNP482 (motivo Nkx‐2) y SNP750 (motivos Brn‐2 y Oct‐1). La posición de los SNPs se 
da en relación a la secuencia del GenBank núm. AY524665.1 (Tabla 5.21). 
Tabla 5.21. Motivos de unión a factores de transcripción en la región promotora del gen MTNR1A 
indicando en negrita la posición del SNP dentro de la secuencia y porcentaje de homología respecto 
al motivo de unión identificado con el software TFsearch. 
Motivo Secuencia Posición (SNP) Homología (%) 
EF2 TTTGGCGG 422 (T) 88.5 
EF2 TTTGGCGG 423 (G) 88.5 
SRY GTTTAGG 436 (T) 89.1 
Nkx-2 CTGAATG 482 (T) 85.3 
SRY GTTTAA 527 (G) 90.0 
SRY GTTGTTTTAAGG 686 (G) 85.9 
Brn-2 ATTACGGATGGC 750 (G) 88.1 
Oct-1 ACCATTACGGA 750 (G) 86.9 
 
La  predicción  de  estos  posibles  factores  de  transcripción  se  realizó  mediante  los 
programas bioinformáticas  TFsearch  y Cister,  introduciendo  las dos  variantes  alélicas de 
cada  SNP.  Sin  embargo, ninguno de  estos motivos de unión  a  factores de  transcripción 
superó una homología del 90%  (Tabla 5.21), poniendo en duda  la  funcionalidad de estos 
sitios de unión. 
Los  17  SNPs  se  analizaron  mediante  secuenciación  en  las  tres  familias  de  medio‐
hermanas. Sólo el macho “C” resultó ser heterocigoto para alguno de los SNPs encontrados, 
concretamente para los SNPs 431, 527, 686, 791 y 895 (Tabla 5.21) y por lo tanto, sólo esta 
familia fue estudiada para los análisis de asociación al carácter ciclicidad a contra estación 
como medida de estacionalidad reproductiva. 
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Figura 5.21. Posición de los SNPs (en azul) en la zona promotora del receptor de melatonina 
MTNR1A (GenBank AY524665.1) en ovejas de la raza Rasa Aragonesa. Subrayado aparece el 
fragmento de ADN amplificado. 
  1 ggacctgctc ccttacctta ttcactagca caaaaagaag ccaaggacgg tattttaaac
 61 atagagccaa gtatgtcaat ttttctcaaa caagtacatt catgaatgaa aggaaattgg 
121 tttcaaagac tgtaccctta aggcctggat acagaaaaga cacaaaagta aaacctggga 
181 tacaggtgaa ttggtttatt tcctggataa tttaatcagt ctttggctga tttattgaaa 
241 agttccagac tgctcatctc acactggttt ggagtcactc ccacagcctg gtggctggta 
           SNP1 
301 gttacatatt gaggttgcag atttcttgga tacctccagc ggtcaaagga ggcttgtttt
361 taaaagctgt agggtgagtg tgtgccttgt agatgtctgc agggagagtg tggggatttg 
           SNP2/3                         SNP4 
421 gcgggtaaag gtgttcaggt ctgtactgtt cctgggagaa gtctggtaga aaatgattgc 
         SNP5                                SNP6      SNP7 
481 ccgaattgaa cagctataga caaaagcttg tggctcctta gaatctattt aatccctgac 
                             SNP8 
541 atttgaaagc acaatgagtt tatgattgct gtgagccagt gttctcagtg gaacctttat 
                                                 SNP9           SNP10   SNP11 
601 catttcaagc caacagcatt ctccattctt cctacatagt ggaagcatgt agaggcgtgc 
                 SNP12               SNP13 
661 acagaggttg aggccaggaa tttgtcgttt taaggacagt gttcaagaag cccccaaaac 
                                          SNP14 
721 agcttttggg gaaagatgat caccattaca gatggcattt gcagcatatg aggcaggggt 
                 SNP15                                      SNP16 
781 gaggggttac agtgcgacac ctgactgcaa agctccttga gtcttttttc atctcttacc 
                                                        SNP17 
841 atctagaagg ttagatgagt tactttttat aacatcacat tttacagatg aggaacctgg 
901 atcatatgat ggttatctaa ggtaccctga tctgaggtag gggtggagcc caagcagtct 
961 ggccctgatt tggggaaatg tcccagaggg gacactgttt aatggagcat ggaagggtcc 
1021 ctggaccaaa gagcaacaac gttccttcct taagaaggcg caaggaccct gtgggagaag 
1081 gcgagggtgg gatgatttga gagaatagca ttgaaacatg tatattacca tatgtgaaac 
1141 agatcgccag tccaggtttg atgcatgag 
 
De entre  los 17 SNPs que se analizaron mediante secuenciación para  intentar encontrar 
asociación  con  estacionalidad  reproductiva,  únicamente  en  la  familia  “C”  no  se  halló 
asociación altamente significativa con ciclicidad a contra estación en ninguno de ellos,  si 
bien estos estudios no están finalizados todavía. Por este motivo la hipótesis alternativa es 
la existencia de un gen cercano al gen MTNR1A que podría ser responsable de parte de la 
variabilidad para el carácter estacionalidad reproductiva en la raza ovina Rasa Aragonesa. 
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Tabla 5.22. Genotipos para los tres padres de las familias de medio-hermanas de los 17 SNPs 
hallados en el promotor con posición en la secuencia de referencia (Ref.) GenBank núm. 
AY524665.1. En itálica se indican los SNPs en heterocigosis. 
Posición  Ref. Macho A Macho B Macho C 
341 G/G G/G G/G A/G 
422 C/C T/T C/C T/T 
423 G/G G/G G/G G/G 
436 C/C T/T C/C T/T 
482 C/C T/T C/C T/T 
521 G/G G/G G/G G/G 
527 A/A A/A A/A A/G 
555 C/C T/T T/T T/T 
637 T/T T/T T/T T/T 
645 G/G A/A G/G A/A 
648 T/T G/G T/T G/G 
677 G/G A/A G/G A/A 
686 C/C C/C C/C T/C 
750 A/A G/G A/A G/G 
791 A/A G/G G/G A/G 
813 C/C T/T C/C T/T 
895 A/A A/A A/A A/G 
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En los últimos años, el escenario entorno al sector productivo de carne de ovino marcado 
por  las subidas de precios de las materias primas destinadas a la alimentación del ganado, 
los  escasos márgenes  de  beneficios  que  percibe  el  productor,  el  bajo  consumo  de  por 
habitante,  los  continuos  cambios  de  la  Política  Agraria  Común  (PAC),  los  problemas 
sanitarios  con  enfermedades  como  la  lengua  azul  o  el  Scrapie  y  la  falta  de  relevo 
generacional en  las explotaciones, han sumido al sector ovino de carne en una profunda 
crisis. Estas  razones, han hecho que  se produzca una disminución  importante,  tanto del 
número de cabezas como del número de ganaderos, poniendo en peligro una actividad de 
vital importancia para la economía agraria. Para adaptarse a la nueva situación social y de 
mercado, la principal herramienta que tienen los ganaderos es aumentar la competitividad 
de  la  producción,  ya  sea  mediante  el  incremento  de  ingresos  o  bien  mediante  la 
disminución  de  costes.  Incrementar  el  número  de  corderos  vendidos  por  oveja  y  año 
supone un incremento del margen bruto, aunque depende en gran medida del coste de la 
alimentación y la mano de obra, y de la tecnificación de la explotación. Una de las vías para 
aumentar el número de corderos vendidos por oveja y año es mediante el incremento de la 
prolificidad numérica y la desestacionalización de la producción. Además, la producción de 
corderos contraestación permite abastecer de producto  fresco durante el último mes del 
año, momento en el que las ventas son máximas y los precios más elevados. 
El estudio de los genes que influyen sobre caracteres productivos (QTLs) puede abordarse 
mediante barrido genómico analizando un gran número de marcadores a lo largo de todos 
los  cromosomas  con  microsatélites  o  utilizando  microchips  de  SNPs  “Whole  Genome 
Association”. Otra aproximación es la estrategia del gen candidato, que consiste en centrar 
el  estudio  en  uno  o  varios  genes  elegidos  según  criterios  de  función  y/o  posición  en 
regiones  genómicas  donde  se  han  descrito QTLs  asociados  a  variación  fenotípica  de  un 
carácter  y  la  búsqueda  posterior  de  variantes  genéticas  que  pudiera  explicar  dicha 
variación.  En  este  trabajo,  se  han  caracterizado  4  genes  candidatos  que  habían  sido 
relacionados en estudios previos con prolificidad y estacionalidad reproductiva. 
El resultado más destacable ha sido  la detección y el aislamiento de una nueva variante 
natural del gen BMP15 en RAA, denominada FecX R, que produce un aumento de la tasa de 
ovulación y en consecuencia de la prolificidad en 0.32 corderos más por parto en aquellas 
hembras portadoras de este alelo en heterocigosis, mientras que  las hembras portadoras 
en  homocigosis  son  estériles  por  tener  órganos  sexuales  inmaduros. Aunque  en  el  gen 
BMP15  se  han  detectado  hasta  la  fecha  otros  polimorfismos  en  otras  razas  como  las 
mutaciones  Inverdale (FecX  I), Hanna (FecX H), Belclare (FecX B), Galway (FecX G) y Lacaune 
(FecX L), con efecto sobre la TO y la prolificidad, esta variante génica no había sido descrita 
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en ninguna otra raza, y por lo tanto se trata de un alelo nuevo del gen, demostrando que 
dicha mutación  tiene origen en RAA y no procede de  cruces eventuales  con otras  razas 
ovinas,  como  podría  haber  sido  el  Lacaune,  raza  que  presenta  ciertas  similitudes  de 
explotación  con  RAA.  Además,  desde  el  punto  de  vista  morfológico  y  productivo  los 
animales  portadores  no  presentan  diferencias  con  los  animales  no  portadores,  además 
pueden seguir vendiéndose bajo la Indicación Geográfica Protegida “Ternasco de Aragón”. 
Tras la detección de este nuevo alelo del gen BMP15 se plantean dos opciones. La primera 
es su eliminación de  la población, ya que  la difusión  incontrolada de esta nueva variante 
génica  puede  producir  un  incremento  de  las  esterilidades,  de  la  consanguinidad  o  de 
efectos futuros no deseados asociados a una elevada presión de selección por FecX R.   La 
segunda es el estudio y  la difusión controlada del alelo en  la población.   En este sentido, 
estudios  llevado  a  cabo por Pardos et al.  (2010) en el que  se  analizan  y  comparan  tres 
grupos de explotaciones (1: Grupo“FecX R”, aquellas que tras la realización del genotipado 
del  rebaño,  presentan  más  de  un  5%  de  hembras  reproductoras  “FecX  R”;  2:  Grupo 
Selección,  las  que  participan  desde  hace más  de  5  años  en  el  Programa  de  Selección 
poligénica  de  UPRA‐Grupo  Pastores;  3:  Grupo  No  Selección,  las  que  no  pertenecen  al 
Programa de mejora), se encontró que los ingresos por oveja del grupo “FecX R” son 43.85 y 
12.06  €  superiores  a  los  del  grupo  “No  Selección”  y  “Selección”,  respectivamente.  Si 
analizamos los costes por oveja, el grupo “FecX R” presenta mayores costes de alimentación 
comprada  (para  ovejas  y  corderos),  sanitarios  y  reproductivos,  ligados  a  la  mayor 
intensificación  productiva,  y mayores  costes  de mano  de  obra  familiar,  al manejar  un 
menor número de animales por UTH. Estas diferencias se transmiten a los costes totales en 
la que el grupo “FecX R” tiene unos costes por oveja mayores de 19.64 y 22.84 € que  los 
grupos “Selección” y “No Selección”, respectivamente. Sin embargo,  las explotaciones del 
grupo “FecX R” son capaces de compensar con sus ingresos los mayores costes y obtienen 
mayor  beneficio  económico  por oveja  y por UTH  con  respecto  al  grupo  “No  Selección” 
(tanto si se incluye o no la mano de obra familiar). En los resultados económicos por oveja y 
UTH no se observan diferencias significativas entre el grupo “FecX R” y el grupo “Selección” 
(de menor productividad y menor coste por oveja), teniendo en cuenta que el porcentaje 
de hembras FecX R es algo superior al 5%. 
Como hemos acabamos de comentar, aunque en determinados sistemas de explotación 
la introducción del alelo FecX R incrementa la rentabilidad de la explotación, está se debe de 
hacer controladamente y siguiendo unas pautas de manejo, descritas en el Apdo. 5.1.1.4., 
para  evitar  esterilidades,  el  aumento  de  hembras  freemartin  y  de  consanguinidad  y  la 
aparición efectos genéticos no deseados. 
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Actualmente, el esquema de mejora genética por prolificidad de UPRA Oviaragón SCL. 
implementa  en  su  catálogo  de  reproductores  la  información  referente  a  animales 
portadores o no de FecX R, así como su valoración genética teniendo en cuenta el modelo 
con y sin efecto del alelo FecX R. Por otra parte, se lleva un control riguroso del programa de 
IA para elegir los apareamientos menos consanguíneos. 
Los estudios posteriores sobre parámetros genéticos demostraron que aunque el efecto 
del  gen en  la población es  significativo, no explica per  se  la mayor parte de  la  varianza 
genética del carácter prolificidad. Debido a que en  la raza Lacaune se encontraron varias 
mutaciones en genes mayores asociados a prolificidad, se buscó  la posible  implicación de 
nuevas mutaciones en GDF9, BMP15 y BMPR1B, no encontrando ninguna mutación con 
efecto sobre este carácter. Por tanto, se hace más evidente en RAA el modelo de herencia 
mixta  para  prolificidad,  consecuencia  del  efecto  sumatorio  por  poligenia  con  el  efecto 
producido por un gen mayor. 
Finalmente, el alelo T del SNP606 del gen MTNR1A está asociado dentro de familia a un 
mayor porcentaje de hembras  cíclicas en  la  raza RAA,  indicando que dicho SNP está en 
desequilibrio de ligamiento con una mutación responsable cercana al gen MTNR1A, ya que 
ya que se descartan otras mutaciones localizadas tanto en su zona codificante como en su 
promotor  por  no  presentar  asociación  significativa  con  el  carácter  estacionalidad.  Esta 
asociación debería ser confirmada en una muestra mayor ampliando el número de hijas de 
estos machos, así como completando el número de genotipos faltantes en futuros estudios.  
Es también necesario, la repetición de la medida de celos contraestación durante más años 
para  tener mayor  fiabilidad  de  los  fenotipos  relacionados  con  estacionalidad  para  cada 
animal  y  ampliar  la  búsqueda  de mutaciones  en  la  región  3’  UTR  que  pudieran  estar 
implicadas en el carácter estacionalidad. 
Por otra parte, el estudio de  las regiones contiguas al gen MNTR1A ovino mediante  las 
aplicaciones  “Ovine Genome Assembly  v.1”  y  “Virtual  Sheep Genome Assembly  v.2”,  así 
como por cartografía comparativa con bovino y humana mediante el software “Cattle Map 
Viewer”  y  “Candidate  gene”  no  ha  revelado  genes  candidatos  con  una  función  clara 
relacionada con el comportamiento sexual o  los ritmos circadianos,  teniendo presente  la 
falta  de  un  genoma  ovino  completo  a  día  de  hoy.  Con  este  fin  se  acaba  de  iniciar  un 
proyecto (INNPACTO2010) que pretende incrementar el número de animales estudiados, así 
como usar análisis de asociación genómico  (GWAS) mediante el OvineSNP50BeadChip de 
Illumina® en hembras sin el alelo FecX R, para detectar huellas de selección por prolificidad y 
estacionalidad en el marco del “Ovine HapMap Project”. 
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En las condiciones de nuestra experiencia las conclusiones más destacables derivadas del 
presente trabajo son las siguientes: 
 
1ª)  Se ha identificado un nuevo alelo del gen BMP15 que aumenta la prolificidad de las 
ovejas en la raza ovina Rasa Aragonesa. Este nuevo alelo, denominado FecX R, consiste en 
una deleción de 17pb en el exón 2 que produce un cambio en  la pauta de  lectura de  la 
proteína e introduce un codón “stop” prematuro en la región preproteína. 
 
2ª) Las hembras portadoras del alelo FecX R tiene un incremento medio de la prolificidad 
de 0.32 corderos por parto, principalmente debido a un  incremento de  los partos dobles, 
mientras que aquellas hembras que lo portan en homocigosis son estériles. 
 
3ª)Mediante la puesta a punto de una PCR dúplex que permite detectar simultáneamente 
el  genotipo  del  gen  BMP15  y  el  sexo  genético,  se  encontraron  un  3.58%  de  animales 
freemartin en hembras de reposición. 
 
4ª) Los estudios de parámetros genéticos demostraron que una vez eliminado el efecto 
del nuevo alelo FecXR todavía existe parte de  la varianza genética del carácter prolificidad 
sin explicar. Por este motivo, se procedió a la búsqueda de nuevas mutaciones en los genes 
BMPR1B, GDF9 y BMP15, encontrando un total de 7, 9 y 4 SNPs, respectivamente, en Rasa 
Aragonesa,  que  al  no  producir  cambio  aminoacídico  potencialmente  dañino  en  la 
estructura de las proteínas de estos genes, no tienen efecto significativo sobre el carácter 
prolificidad. 
 
5ª) Se han encontrado 11 y 17 SNPs en el exón 2 y promotor del gen MTNR1A. Los SNPs 
localizados en el exón 2, 7 eran sinónimos, 2 conservativos y 2 no conservativos sin efecto 
sobre la conformación de la proteína. 
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6ª) Los marcadores silenciosos de tipo SNP con posición 606 y 612 del gen MNTR1A que 
en  algunas  razas  ovinas  se  han  asociado  a  estacionalidad  reproductiva  también  están 
presentes  en  RAA.  La mutación  606,  resultó más  relevante  en  esta  raza  por  presentar 
asociación  con  ciclicidad  reproductiva  fuera  de  estación  en  un  diseño  familiar  hija, 
presentando un 21.9% de ovejas cíclicas mayor en  las homocigotas TT que en  las CC. Por 
meses, estas diferencias fueron significativas en los meses de Mayo, Junio y Julio. 
 
7ª) El alelo T del SNP606 está asociado a un mayor porcentaje de hembras cíclicas en las 
hembras de raza Rasa Aragonesa, mientras que en otros estudios con otras razas es el alelo 
C. Dado que esta mutación es  silenciosa, no  se  considera  la mutación  responsable, y es 
posible que esté en desequilibrio de ligamiento con otra mutación cercana responsable del 
efecto sobre el carácter estacionalidad. 
 
8ª) Finalmente, el gen MTNR1A no mostró diferencias significativas en la distribución de 
frecuencias alélicas y genotípicas entre animales con altos y/o bajos VGEs para el carácter 
prolificidad. 
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